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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Dezember 1978) 





01.1 
01.2.5 
02.1 
03.1 
03.1.8 
04.1 
10.1 


Abkürzungsverzeichnis 
Grundausrüstung für die Mikrolitertechnik 


Entnähme, Primäraufbereitung, Aufbewahrung von 
biologischem Untersuchungsmaterial 


Plasma-Gewinnung 

Serum-Gewinnung 

Qualitätskontrolle (Präzision einer Methode) 
Qualitätskontrolle (Wiederauffindung) 
Probenaufbereitung - Reinigung 
Probenaufbereitung - Veraschung 
Probenaufbereitung - Säureaufschluß 


Probenaufbereitung - Kasein-Fällung 


Hämatokrit (Hk) 
Hämoglobin (Hb) 
Methämoglobin (Hämiglobin) 


Gesamt-Eiweiß 
Gesamt-Eiweiß-Siebtest 
Eiweiß-Fraktionierung (CAF-Elektrophorese) 


-Globuline (ZnS0,-Trübungstest) 
Y -Slobuline (ZnSO,-Trübungs-Siebtest) 


Albumine 


Aspartataminotransferase (GOT) - kinetischer Test 


 Aspartataminotransferase (GOT) - Siebtest 


Leuzinaminopeptidase (LAP) 
Leuzinaminoepetidase (LAP) - Siebtest 
Alkalische Phosphatase (AP) 

Alkalische Phosphatase (AP) - Siebtest 
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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Dezember 1978) 


1. Fortsetzung 





Alkalische Phosphatase (AP) - kinetischer Test 







Leuzinarylamidase (LAA) - kinetischer Test 


(-Glutamyltranspeptidase (y-GT) - kinetischer 
Test 


Kreatinkinase (CPK) 


Gesamt-Östrogene 









Butanolextrahierbares Jod (BEJ) 





011 
BTete | 


Glukose (o-Toluidin-Methode) 
















Glukose (o-Toluidin-Methode ohne Enteiweißung) 





01.2 Glukose (enzymatisch) 





01.2.5 Glukose - Siebtest (enzymatisch) 





Kalzium (komplexometrisch) 


Kalzium (flammenphotometrisch) 





02.1 
02.2.8 
03.1 
04.1 
05.1 
0561. 
06,1 


Magnesium 





Magnesium - Siebtest 






Natrium (flammenphotometrisch) 





Kalium (flammenphotometrisch) 








Eisen 







Eisenbindungskapazität (totale) 





Phosphor (anorganisches Phosphat, organisch- 
gebundener Phosphor, Gesamt-Phosphor 






06.2.5 
10.1 
10.1.8 
11.1.8 


Anorganisches Phosphat - Siebtest 





Netto-Säure/Base-Ausscheidung (NSBA) 





Netto-Säure/Base-Ausscheidung (NSBA) - Siebtest 





Alkalireserve (AR) - Siebtest 
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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Dezember 1978) 
2. Fortsetzung 


Kreatinrin 


Harnstoff 


Vitamin A (Carr-Price-Methode) 


Vitamin A (fluorimetrische Bestimmung) 


Einsatz von Perchlorsäure in den klinisch- 
chemischen Laboratorien der veterinärmedi- 
zinischen Einrichtungen 
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PROBENAUFBEREITUNG A 05.1 


ehe Substrate werden durch Reinigung (Entfettung, Ent- 
fernung anhaftender Schmutzteilchen, ...) in definierte Aus- 
gangsmaterialien für Mineralstoffanalysen überführt. 


Haare, Knochen 









Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


Trichloräthylen 
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PROBENAUFBEREITUNG Reinigung A oe 
Ausführung 
kunge 


2 -— 5 g pigmentiertes Deckhaar 


Ausführung 


in Filterpapier zu Röllchen 
zusammenwickeln, 


2 \Extraktions- mit Trichloräthylen extra- 
apparatur hieren, bis das Lösungsmittel 2 
farblos abläuft (ca. 2 
Stunden). 


Filterröllchen an der Luft 
trocknen (Abzug!); Haare in 
Erlmeyerkolben überführen. 


ml dest. Wasser 


schütteln (2 Min.), Wasch- 
wasser abdekantieren und ver- 
werfen. 

Arbeitsschritt 4 noch ? x 
wiederholen. 


Probe bis zur Gewichtskonstanz 
bei 105 °C im Trockenschrank 
trocknen. 

Weiterverarbeitung der Haare 
nach Arbeitsvorschrift A 05.2 
bzw. A 05.3. 





Anmerkungen: 


Gewinnung von pigm. Deckhaar siehe Arbeitsvorschrift 
A 01.1 ® 


Zum Extrahieren verwendet man Soxhlet-Apparaturen oder 
auch handelsübliche Mehrzweckextraktoren. 


Das letzte Spülwasser kann für den ersten Waschvorgang 
der nächsten Probe benutzt werden. 
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Ausführung: 


Geräte Ausführung 
kungen 


Skalpell 
(Knochen- 
säge) 


Soxhlet- 
Apparatur 





Anmerkungen: 


mit Skalpell Knorpel, Periost und 
Kompakta entfernen und verwerfen. 
Nur Spongiosa weiterverarbeiten. 


4 en, bei 105 °C (Trocken- 
schrank!) im Becherglas trocknen; 
Probe in Filterpapier einwickeln 
und in Soxhlet-Apparatur 8 Stunden 
mit Trichloräthylen extrahieren. 


Probe anschließend bei 120 °C 
(Trockenschrank!) bis zur Gewichts- 
konstanz trocknen; im Exsikkator 
abkühlen lassen. 

Weiterverarbeitung der fettfreien 
Knochen-Trockensubstanz (FFT) nach 
Arbeitsvorschrift A 05.2 bzw. 
OT 


Gewinnung der Knochenprobe erfolgt nach Arbeitsvorschrift 


LE Fe Pu 
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PROBENAUFBEREITUNG Reinigung Ar 05,1 


Methodenbearbeitung: 


Haare: BIV Gera, 1977 
Knochen; IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Verbindlichkeitstermin; 1. 03. 1979 
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PROBENAUFBEREITUNG A 05.2 


Veraschung 


Er ecnes Material wird bei Temperaturen oberhalb 550 °C 
verascht. Die Asche wird in Salzsäure gelöst. In der so er- 
haltenen Lösung können die Mineralstoffe (Mengen- und Spuren- 


elemente) nach den jeweiligen Arbeitsvorschriften quantitativ 
bestimmt werden. 

Diese Methode ist nicht geeignet zur Bestimmung der Elemente 
Pb, Cd, Hg, Fe und As. In diesen Fällen ist es richtiger, die 
Arbeitsvorschrift A 05.3 anzuwenden. 


Haare, Organe, Futtermittel, Knochen 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 





Salzsäure Zu 330 ml dest. Wasser sind 
vorsichtig 670 ml konz. Salz- 
säure-p.a. zu geben. 
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Ausführung 


Quarz- 2,5 g pigmentiertes Deckhaar 
BrRet 
Probe in kalten Muffelofen 
stellen. Anschließend auf 
550 - 600 °C erhitzen. 
Veraschungsdauer: ca. 6 Stun- 
den. Abkühlen lassen. 


Asche 
Salzsäure 


Die Salzsäure ist im Ver- 
aschungstiegel auf die Asche 
zu geben. 60 Min. stehen 
lassen. 


bidest. Wasser 


mischen. 


Reinigung von pigmentiertem Deckhaar siehe Arbeitsvor- 
Schrift .A-05:1, 


Achtung! Starke Geruchsbelästigung. Muffelofen im Abzug 
aufstellen. 


Die Asche muß frei von Kohlenstoffpartikeln sein. Evtl. 
erneut erhitzen. Ofentemperatur kontrollieren! 


Die Asche muß von der Salzsäure vollständig benetzt wer- 
den. 
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Ausführung: 


ge 
kungen 


Quarz- 1,0 g Organprobe (Trockensubstanz) 
tiegel |bzw. 4,0 8 Organprobe (Frischsubstanz) 
Probe in kalten Muffelofen 
stellen. Anschließend auf 
550 - 600 °C erhitzen. 
Veraschungsdauer: ca. 6 Stun- 
den. Abkühlen lassen. 
Asche 
+ 2,0 ml Salzsäure 
Die Salzsäure ist im Ver- 
aschungstiegel auf die Asche zu 
geben. 
60 Min. stehen lassen. 


bidest. Wasser 



































mischen, 






Organprobe bei 105 °C im Trockenschrank bis zur Gewichts- 
konstanz (ca. 6 Stunden) trocknen; anschließend mörsern, 


Achtung! Starke Geruchsbelästigung. Muffelofen im Abzug 
aufstellen. 


Die Asche muß frei von Kohlenstoffpartikeln sein. Evtl. 
erneut erhitzen. Ofentemperatur kontrollieren, 


Die Asche muß von der Salzsäure vollständig benetzt wer- 
den. 
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PROBENAUFBEREITUNG Futtermittel 1 A,.05,2 


Ausführung 


[from Terme 


1 |Quarz- 2,5 g Futtermittel 
tiegel 
Proben bei 550 - 600 °C im 
Muffelofen veraschen, 
Veraschungszeit: ca. 6 Stunden. 
Abkühlen lassen. 


Asche vorsichtig mit wenig 


bidest. Wasser anfeuchten. 


Salzsäure 


60 Min. stehen lassen. 


Lg. quantitativ in 50 ml-Meß- 
kolben überführen; mit bidest. 
Wasser auffüllen, 





Anmerkungen; 


Probenvorbereitung nach TGL 80-21875, Blatt 2.» 


Die Proben sind vor der Einwaage bei 105 °C im Trocken- 
schrank bis zur Gewichtskonstanz zu trocknen (ca, 3 Stun- 
den). 


Achtung! Starke Geruchsbelästigung. Muffelofen im Abzug 
aufstellen. 


Die Asche muß frei von Kohlenstoffpartikeln sein, Evtl. 
erneut erhitzen. Ofentemperatur kontrollieren. 
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Ausführung 


= 
kunge 


Quarztiegel bei 700 - 800 °C 
bis zur Gewichtskonstanz aus- 
glühen (ca. 2 Stunden) 

Tiegel wägen (= A mg) 








bei 700 - 800 °C im Muffelofen 
veraschen. 

Veraschungsdauer: ca. 8 Stunden. 
Im Exsikkator abkühlen lassen. 







Asche vorsichtig mit wenig 
bidest. Wasser anfeuchten, 








60 Min. stehen lassen. 


Lg. quantitativ in 100 ml-Meß- 
kolben überführen; mit bidest, 
Wasser auffüllen. 






"Berechnung: 


Tiegelgewicht B - Tiegelgewicht A 


= x mg Asche/g FFT 


Knocheneinwaage (Knochen) 
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Anmerkungen: 


Reinigung von Knochenproben (Herstellung der FFT) siehe 
Arbeitsvorschrift A 05.1. 


Achtung! Starke Geruchsbelästigung. Muffelofen im Abzug 
aufstellen. 


Die Asche muß frei von Kohlenstoffpartikeln sein, Evtl. 
erneut erhitzen. Ofentemperatur kontrollieren, 


Methodenbearbeitung: 


Haars: 
Organe; BIV Gera, 1977 
Futtermittel: 


Knochen; IaT Eberswalde-Finow, 1976 
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PROBENAUFBEREITUNG 


Säureaufschluß: 





Biologische Substrate werden mit einem Säuregemisch aufge- 
schlossen. In den so erhaltenen Aufschlußlösungen können quan- 
titative Mineralstoffbestimmungen nach den jeweiligen Arbeits- 
vorschriften durchgeführt werden, 


'j Haare, Organe, Futtermittel 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Schwefelsäure p.a. 96 % 
Perchlorsäure p.a. 70 % 


Salpetersäure p.a. 65 % 


Salpetersäure p.a. 32 % Gleiche Volumenteile bidest. 


Wasser und Salpetersäure 
(65 %) vorsichtig mischen. 


Aufschlußgemisch 9 Vol.-Teile Salpetersäure 
(65 %), 3 Vol.-Teile Perchlor 
säure und 1 Vol.-Teil Schwe- 
felsäure mischen, 


Trichloräthylen 
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PROBENAUFBEREITUNG Säureaufschluß 0, 


Ausführung: 


ne en 


Erlmeyer- 
kolben 
(100 ml) 






















1,0 g pigmentiertes - 2.2 
Deckhaar 3 


+ 10,0 ml Aufschlußgemisch 


mischen. 


auf Heizplatte (ca. 200 °C) im 
Abzug erhitzen, bis farbloser 
Rückstand erhalten wird und 
weiße Perchlorsäuredämpfe 
aufsteigen. 
Abkühlen lassen, 













Rückstand in wenig bidest. Was- 
ser aufnehmen; Lg. quantitativ 
in 10 ml-Meßkolben (oder gra- 
duiertes RG) überführen und 
auffüllen. 


Reinigung von pigmentiertem Deckhaar sishe Arbeitsvor- 
Ssehrift A 05.1. 


Zu jeder Probenreihe ist ein Leeransatz, der nur Aufschlu 
gemisch enthält, mitzuführen. 


Alle Gefäße vor Gebrauch mit Salpetersäure (32 %) und 2 x 
mit bidest. Wasser spülen. 


Verfärbt sich das Aufschlußgemisch braun bis schwarz, so 
ist die Reaktion sofort zu unterbrechen. Nach Abkühlung 
5 ml Salpetersäure (65 %) zugeben und erneut erhitzen. 
Die Anlage 01.1 (Einsatz von Perchlorsäure ...) ist 
streng einzuhalten! 
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PROBENAUFBEREITUNG Säureaufschluß A”:0553 


Ausführung: 


Geräte Ausführung 
kunge 














1,0 8 Organprobe „= Ar 
(Trockensubstanz) 3 
bzw. 4,0 g Organprobe 


(Frischsubstanz) 


+ 10,0 ml Aufschlußgemisch 


mischen; über Nacht stehen 
lassen, 


auf Heizplatte (ca. 200 °C) im 
Abzug erhitzen bis farbloser 
Rückstand erhalten wird und 
weiße Perchlorsäuredämpfe auf- 
steigen. 
Abkühlen lassen, 


Rückstand in wenig bidest. Was- 
ser aufnehmen; Lg. auantitativ 
in 10 ml-Meßkolben (oder gra- 
duiertes RG) überführen und 
auffüllen. 


Organproben bei i05 °C im Trockenschrank bis zur Gewichts- 
konstanz (ca. 6 Stunden) trocknen und anschließend mör- 
sern. 


Zu jeder Probenreihe ist ein Leeransatz, der nur Auf- 
schlußgemisch enthält, mitzuführen. 


Alle Gefäße vor Gebrauch mit Salpetersäure (32 %) und 2? x 
mit bidest. Wasser spülen, 


Bei sofortiger Weiterverarbeitung ist den Probenansätzen 
je 0,5 ml Trichloräthylen zuzufügen. 


Verfärbt sich das Aufschlußgemisch braun bis schwarz, so 
‚ist die Reaktion sofort zu unterbrechen, Nach Abkühlung 
5 ml Salpetersäure (65 %) zugeben und erneut erhitzen. 
Die Anlage 01.1 (Einsatz von Perchlorsäure ...) ist 
streng einzuhalten! 
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PROBENAUFBEREITUNG Säureaufschluß Futtermittel a 05,3 


Ausführung: 










Ausführung 











kungen 
Erlmeyer- P E L 











kolben 


er 
(Trockensubstanz) 3,4 


mischen; über Nacht stehen 
lassen. 


auf Heizplatte (ca. 200 °C) im 
Abzug erhitzen bis farbloser 
Rückstand erhalten wird und 
weiße Perchlorsäuredämpfe auf- 
steigen. 
Abkühlen lassen. 












Rückstand in wenig bidest. Was- 
ser aufnehmen; Lg. quantitativ 
in graduiertes RG überführen; 

auf 20 ml auffüllen. 


Probenvorbereitung nach TGL 80-21875, Blatt 2 


Proben sind vor der Einwaage im Trockenschrank bei 105 °C 
bis zur Gewichtskonstanz (ca. 3 Stunden) zu trocknen und 
anschließend zu mörsern. 


Zu jeder Probenreihe ist ein Leeransatz, der nur Auf- 
schlußgemisch enthält, mitzuführen. 


Alle Gefäße vor Gebrauch mit Salpetersäure (32 %) und 2 x 


mit bidest. Wasser spülen. 


Bei sofortiger Weiterverarbeitung ist den Probenansätzen 
je 0,5 ml Trichloräthylen zuzufügen. 


Verfärbt sich das Aufschlußgemisch braun bis schwarz, So 
ist die Reaktion sofort zu unterbrechen. Nach Abkühlung 

5 ml Salpetersäure (65 %) zugeben und erneut erhitzen. 

Die Anlage 01.1 (Einsatz von Perchlorsäure ...) ist streng 
einzuhalten! 
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PROBENAUFBEREITUNG 


Methodenbearbeitung: 


Haare 


Säureaufschluß Organe 
Futtermitte 


IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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PROBENAUFBEREITUNG A 05.4 


esinlpallung 


zur nz. klin.-chem. Parameter in Milch (Kolostrum) ist 
es evtl. notwendig, vorher das Kasein durch Zugabe von Säure 
auszufällen. 

Das nach der vorliegenden Methode gwonnene Milchserum (Molke) 
ist geeignet zur Bestimmung der Gesamtproteine (Arbeitsvor- 
en. E 01.1) und der Protein-Fraktionen (Arbeitsvorschrift 
VE.) 


Milch (Kolostrum) 


Reagenzien: 


Nr. Reagenz Konz. Herstellung 










Essigsäure Zu ca. 90 ml dest. Wasser 
5 ml Eisessig p.a. geben; 
zu 100 ml mit dest. Wasser 


auffüllen. 
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PROBENAUFBEREITUNG Kasein-Fällung Milch A 05.4 


Ausführung: 


kungen 


1,0 ml Milch EEE 
+ 1,0 ml dest. Wasser 







mischen; abkühlen auf 1 °C. 
ı Min. zentrifugieren. Kal- 
te Proben sofort (kalt!) 
weiterverarbeiten. 
Fettschicht mit spitzem 
Glasstab an den Rand 

drüc ken. 












entrahmte Milch 


im Wasserbad auf 35 °C er- 
wärmen. 









Essigsäure 






Essigsäure langsam und 
unter Schwenken zugeben. 
Weitere 10 Min. im Wasserbad 
belassen; 5 Min. schütteln, 
zentrifugieren. 










Milchserum mit Tropfpipette 
abnehmen und nach Bedarf 
weiterverarbeiten,. 
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PROBENAUFBEREITUNG Kasein-Fällung Milch A 05.4 


Anmerkungen: 


Arbeitsschritt "Entrahmung" muß evtl. wiederholt werden. 


Bei Entnahme der entrahmten Milch Pipettenspitze tief 
eintauchen und nach dem Ansaugen außen abwischen. 


Flockt das Kasein nach Zugabe der Essigsäure nicht aus 
(bzw. ist das Milchserum nach der Zentrifugation trüb), 
so sind weitere 0,1 ml Essigsäure zuzugeben und Arbeits- 
schritt 3 ist zu wiederholen, 


Der pH-Wert der Reaktionsmischung soll zwischen 4,5 und 
4,8 liegen. 


Es ist zu berücksichtigen, daß bei quant. Bestimmungen 
von Parametern in diesem Milchserum die Ergebnisse mit 
dem Faktor F = 2,2 (bei Zusatz von insgesamt 0,2 ml 
Essigsäure mit F = 2,4) zu multiplizieren sind. 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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| METHÄMOGLOBIN u: SE 
| (HÄMIGLOBIN) | ei 


Re a 
? en In 


| Methämoglobin hat bei 632 nm ein Absorptionsmaximum, des nach 
| Überführung in Hämiglobincyanid verschwindst, Die Extinktions- 
= differenz des hänmolysierten Blutes vor unä nach Zugabs von 
Kaliumcyanid ist proportional der Hämiglobin-Konzentration, 

Der Berechnung wird die an einer zweiten Probe das gleichen 
Blutes nach Oxydation des gesamten Hämoglobins ermittelte Ex- 
ee eneastierenz"t zugrunde gelegt. 


Blut (heparinistert) 


Reagenzien: 
Nr, Reagenz Konz. Herstellung. | 
1 | Puffer-ig, a. 11,876 g STE. 
(pH: 6,8 | Hanhart (Na2HPO4 » 2Ha6) } 
oder 23 ‚875 & NaSHPO4 . \ 
12420 in dest. Wasser zu | 
1000 mi ig. iösen. 
d. 9,078 g Raliumdihydrczen- | 
| phosphat in dest, Wasser |} 
zu 1 000 ml Lg. lösen. : 
c. 492 ml Lg. b mit IE, a zu 
1 000 ml auffüllen. 
pH-Wert mit Glaselsktrode j 
übsrprüfen, | 
2 | Kaliumeyanid- ca. 0,1 g Kaliumcyarid in 20 ml 
Lg. 0,5 g/ dest. Wasser lösen, 
100 ml 
3 Hsxacyanoferrat cas DER Kaliumhexaoyanoferrat(IT1} 
(III)-Ig. 5 g/ in 20 ml dest. Wasser lösen. | 
100 mi Haltbarkeit: ca, 3 Tage ovei 
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METHÄMOGLOBIN 
(ahunaronın 


Ausführung: 


pen 


2,000 ml dest. Wasser 
0,250 ml heparinisiertes Blut 














10 Min. 





mischen. stehen 


lassen. 


2,000 ml Puffer-Lg. 


mischen; zentrifugieren. 


nn au wen am me wen mn mm wine we mi em ap Mir fen mi am mm Mae site MED MM Aue mei: Ami dumm JE mes Mir um sie Ai A aim wi Mumie As Ms aid: a cm mom ne — u nn m m 
=——>= ==. >22 —= = nn mn nn nn m m >= == 25 >= > >> [ZZ => 5 2 22 22 > == zz 222 










1,500 ml Überstand 
+ 0,025 ml Wasser, 


1 cm- 
Küvette 


0,500 ml Überstand 
+ 0,025 ml Hexacyanoferrat 
(III)-Ig. 


mischen; Extinktion 
(E41) bei 630 nm ge- 
gen Wasser messen. 


mischen; Extinktion 
(E3) nach 3 Min. bei 
630 nm gegen Wasser 
messen. 


+ 0,025 ml Kaliumcyanid- 
Lg. 


+ 0,025 ml Kaliun- 
cyanid-Ig. 


mischen; nach 5 Min., mischen; nach 5 Min. 

Extinktion (E>) bei Extinktion (E4) bei 630 
630 nm gegen Wasser I nm gegen Wasser messen, 
messen. | 





Berechnung: 


Eı - E2 . 100 % = x % Methämoglobin 
| 
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METHÄMOGLOBIN Blut 
H B 03.1 
(HAMIGLOBIN) 


Anmerkungen: 





Die Bestimmung sollte möglichst schnell nach der Blutent- 
nahme durchgeführt werden. Bei kühler Aufbewahrung (2 -5 
OC) in verschlossenen Gefäßen (z.B. PA) kann die Bestimmung 
noch nach 24 Stunden vorgenommen werden, 


Die Blutverdünnung muß umgehend weiterverarbeitet werden. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1978 


Präzision: 
in der Serie: 


(n = 20 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 30 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: ee 
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i GESAMT-EIWEISS E 01.25 E 
| Siebtest; 


Verdünnte Serumproben werden auf Zelluloseazetatfolien oder 
Filterpepier aufgetragen und mit Amidoschwarz 10 B angefärbt. 


Die Farbintensitäten der blauen Spots werden visuell gegen 
die von Test-Eiweiß-Lösungen eingeschätzt. 


Reagenzien: 
| | Herstellung + 
Zelluloseazetat-Folie 
(Filterpapier FN 2) 
2 I Amidoschwarz 10 B-Ig. 5 g Amidoschwarz 10 Bin einer | 
Mischung aus 900 ml Methanol und# 
100 ml Eisessig lösen. 


. Farblösung vor Gebrauch fil- 
| trieren. 


3 |Entfärbebad Mischung aus 900 mi Methanol undf 
100 ml Eisessig. : 
Regensrierung des Entfärbebades 
durch Filtration über Aktiv- 
kohle. 
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GESAMT-EIWEISS Siebtest E 01.2.5 


Ausführung: 


® Geräte Ausführung h EEE a 


0,200 ml dest. Wasser 1 


0,010 ml Serum + 0,010 ml Testserum 


mischen 


ee 
schablone 0,005 ml Verdünnung 
mit Auftrageschablone auf 
Zelluloseazetatfolie auf- 3 
tragen. 


Folie sofort (ohne zu trock- 
nen) in Färbebaäd legen 

(5 Min.). Danach im Ent- 
färbebad entfärben bis die 
Folie außerhalb der Proben 
farblos ist (3 -5 Min.). 
Dabei ist das Entfärbebad 
evtl. zweimal zu wechseln. 
Folie anschließend in Was- 
ser legen. 


Blaue Spots visuell in 
nassem Zustand bewerten. 





Auswertung: 


Die Farbintensitäten der blauen Spots sind proportional den 
Gesamt-Eiweiß-Konzentrationen in den Proben. 


Die Farbintensität der blauen Spots der Proben ist gegen die 
des Testserum-Spots visuell abzuschätzen. 
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GESAMT-EIWEISS Siebtest E 01.2.5 


Anmerkungen: 


Die bereiteten Verdünnungen können auch für den GLUKOSE- 
Siebtest (K 01.2.5) und den y-GLOBULIN-Siebtest (E 03.1.5) 
eingesetzt werden. 


Als Testserum ist ein Serum der gleichen Tierart mit einer 
Eiweißkonzentration an den unteren Grenze des Normbereichs 


zu verwenden. 


Anstelle der Zelluloseazetatfolie kann auch Filterpapier 

FN 2 eingesetzt werden. In diesem Fall ist das Filterpapier 
nach dem Auftragen der Serumproben mit der Heißluftdusche 
zu trocknen und anschließend zu färben. Die Entfärbung er- 
folgt nur 3 Min. mit dem angegebenen Entfärbebad und dann 
weiter mit 30%iger Essigsäure (1 - 2 Stunden). Das Filter- 
papier wird anschließend kurz in Methanol gespült und heiß 
getrocknet. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde=-Finow, 1976 


Proben mit Eiweißkonzentrationsdifferenzen von ca. 0,5 g/100 m] 
sind deutlich voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/T . AK: mind. 400 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1, 03. 1979 
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Reagenzien: 


Reagenz Herstellung 


Natriumchlorid-Ig. 


Puffer-Ig. 


| Färbebad 


Aktivkohle 
(gepulvert; 
Sorte EPN) 


Entfärbebad 


Transparenzbad 


Zelluloseazetat- 
Folie | 
(Format: 20 x 75 mm) 


EIWEISS-Fraktionierung 
Zelluloseazetat-Folien-Elektrophorese 
Serum (Anmerkung 1) 





20 g Natriumchlorid in 100 ml dest. 


Wasser lösen. 


8 g Barbital-Natrium und 4 g Na- 


triumazetat p. a. in dest. Wasser 


lösen; auf 1 000 ml auffüllen. 


5 g Amidoschwarz 10 B in einem Ge- 
misch aus 900 ml Methanol und 100 ml 


Eisessig lösen. 


Ig. vor Gebrauch filtrieren. 


Mischung aus 900 ml Methanol und 


100 ml Eisessig bereiten. 


Regenerierung des Entfärbebades 


durch Filtration über Aktivkohle. 


Mischung aus 74 ml 1,4-Dioxan und 


26 mi i-Butanol bereiten. 
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EIWEISS- Zelluioseazetat-Folien- 





‚ Fraktionierung Elektrophoress 


Ausführung: 
A. Elektrophorese 


- * e rn - ET er er Cr 2 Le — ; = 20 
de .. A kf - 
3 Geräte Ausführung erg 


Universal- Trennkammer vorbereiten. 
Trennkammer 

mit Stron- 

versorgungs- | 


J 





erät 301 E 
CARL ZEISS v 
Jena) 


Zelluloseazetat-Folien wasge- 
ı recht auf Puffer-iIg. fallen las- 2 
sen (!) und danach untertauchen- | 
Auf voliständiges Bsnetzen der 
Folisn achten! 

Folie nach wenigen Min. auf 
Fließpepier legen und abtupfan. 


Objskt- Filterpapierstreifen (ca. 5x5 un) | 


vräger euf Objektträger legen und nit 
Serum tränken. 
Serum nit einem Gummistempei ca. & 
mm vom unteren Ende der Folie als 
schmalen Strich (10 mm lang) serk- 
recht zur Laufrichtung auftragen. 


| 
| 
4 
Ä 
| 


| 3 
| 


mu RESET ET 





= 
| 
# 


N RER ERTL RE A ENTER. NEUEN ELLE TRETEN. REN, AALEPAESARNLSTRERF RSG RN. THREE ea FERN RR a. 


4 Folien in die vorbsreitete Trenn- 
kammer einlegen. 
Gerät schließen; Spannung anlegen. 


Elektrophoresebedingungen: 





Spannung: 190 V 
Stromstärke: ca, 1 mA/Folie 
Laufzeit: 60 Nin. 


(Puffer: pH: 8,6 - 9,0; 
Ionenstärke: 0,067) 
(Laufstrecke: 35 - 40 mm) 


RN AT AEREÄEEEEDRETE AT TO IV ARMBEN ON WERTET Tuer VrTan TREE Su 
N 





an en 


Apparstur abschalten unä Öffnen. 
Folien an unteren Rand mit Kugel- 
schreiber beschriften und sofort 
weiter nach B. bearbeiten. 
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EIWEISS- | Zelluloseazetat-Folien- 


Fraktionierung 





Elektrophorese 


Ausführung: 
B. Anfärbung und Auswertung der Pherogramme 
Pherogramme sofort feucht 5 Min. 


in Färbebad lesen. 


Be: 
27 
21 









| Ausführung 


Änmer- 1 
| kungen 












Fäörbebaä leicht schwenksn. 






Pherogramme bis zur völligen Ent- 
ı färbung der eiweißfreien Bereiche 
in Entfärbebad legen (ca. 5 Min.). 
| Entfärbebad während dieser Zeit 
zweimal erneuern. 










Pherogramme blasenfrei auf Objekt- 
träger aufziehen. Überschüssiges 
Entfärbebad mit Handballen (Gummi- 

| handschuhe tragen!) abstreichen. 
Pherogramme evtl. neu beschriften. 
Pherogramme bis zur Transparenz in 

| Transparenzbad legen (max. 5 Min.!). 









no — 







Trocken- 
schrank 










Pherogramme sofort 5 Min. bei 
100 - 105 °C im Trockenschrank 
härten. 


















Auswertung der Pherogramme entspre- 
chend Gebrauchsanweisung des Auswert- 
gerätes (Durchlichtmessung; Meßstrah- 
lung: 560 nm; Abszissenstreckung). 


Auswert- 
gerät 
ERI 65 m 
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EIWEISS- Zelluloseazetat-Folien- 
Fraktionierung Elektrophorese BE 02.41 
n 


Anmerkungen: 


Serumproben für die elektrophoretische Eiweißfraktionierung 
dürfen nicht eingefroren werden! 


Vorbereitung der Trennkammer: 
Elektrodengefäße mit Natriumchlorid-Lg. füllen, Elektroden 
einführen?*). 
Kleine und große Pufferbecken mit Puffer-Lg. füllen. Puffer 
Lg. in den kleinen Becken täglich, Puffer-Lg. in den großen 
Becken wöchentlich oder bei unbefriedigenden Trennergebnis- 
sen erneuern. 
Folienträger auflegen und mit puffergetränkten Filterpapier 
streifen entsprechend Abb. belegen. 
aufgelegte Folien Das Filterpapier muß in die Puffer-Ig. 
in beiden großen Becken eintauchen. 
%) Neue Elektroden müssen vor der 
ersten Benutzung formiert werden: 
Elektrodengefäße mit Natriumchlorid- 
Lg. füllen; Elektroden einführen und 
anschließen. Große und kleine Puffer- 
becken mit Puffer-Ig. füllen. Folien- 
träger auflegen und mit drei bis vier 
Folienträger A om breiten puffergetränkten Filter- 
papierstreifen, die in die Pufferlö- 
a erne cken sungen eintauchen müssen, belegen. 
Apparatur schließen und mit einer Gleichspannungsauelle (ca. 
200 V, 4 h) verbinden. Danach Apparatur öffnen, Flüssigkeits 
stand in den Pufferbecken und den Elektrodengefäßen kontrol- 
lieren, umpolen und erneut eine gleichgroße Gleichspannung 
2 h anlegen. Apparatur anschließend reinigen und w. 0. für 
Elektrophoresen neu vorbereiten. 


Die folgenden Arbeitsschritte müssen mit jeder Folie rela- 
tiv schnell durchgeführt werden: 

Folie aus Puffer-Lg. entnehmen - Folie auf Fließpapier legen 
und abtupfen - Serum auftragen (Folie verbleibt dabei auf 
dem feuchten Fließpapier!) - Folie in die Trennkammer ein- 
legen - Folienträger mit Deckel abdecken. Es ist darauf zu 
achten, daß die Folien dabei nicht trocken werden (Ent- 
stehung heller Flecken!). | 


Die Folien werden zwischen die Filtsrpapierstreifen parallel 
zur Stromrichtung (s. Abb.) so gelegt, daß die Serumauftrag- 
stellen zur Kathode zeigen (die Proteine wandern unter den 
angegebenen Bedingungen zur Anode!). | 

Nach jeder Elektrophorese ist das Gerät umzupolen! 


IBei stark gefärbten Pherogrammen kann der Extinktions- 
schreiber den oberen Anschlagspunkt erreichen. Dabei wird 
die richtige Aufzeichnung der Extinktionskurve unterbrochen 
und die Auswertergebnisse werden fehlerhaft. In solchen Fäl- 
len ist das Filter 530 nm in den Meßstrahlengang einzusetzen. 
Erscheint die Albuminbande sehr breit und debei tiefschwarz, 
dann ist die Elektrophorese mit einer geringeren Serummenge 
zu wiederholen. 













































Blatt 4 








EIWEISS- Zelluloseazetat-Folien- 
Fraktionierung Elektrophorese | Serum E 02,1 


Berechnung: 








1. Die quantitative Ermittlung der Anteile der einzelnen 
Eiweißfraktionen (rel. %) erfolgt durch Auswertung der 
vom Auswertgerät- gezeichneten Extinktions- und Integra- 
tionskurve 1: dazu Gebrauchsanweisung). 


Berechnung der absoluten Konzentrationen der einzelnen 
Eiweißfraktionen im Serum: 


aovz 
= x g Eiweißfraktion A/100 ml Serum 


Frektion Ain rel. % 
Gesamt-Eiweiß-Konzentration des 
Serums in g/100 ml (zu bestimmen 
nach Methode E 01.1). 





Präzision: 






in serie: Albumine: B Ra an sl 


Globuline: 








Albumine: 


Globuline: 










abhängig von der Anzahl der ein- 
esetzten Elektrophoresseapparature 
ca. 50 Bestimmungen/App. « Tag) 





Probenanzahl/Tag +» AK: 





I Verbinälichkeitstermin: EL Er 
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gegeben, 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung RS 4 


1,17 g Bariumchlorid 
(BaCl2 »- 2H20) in dest. Wasser 
zu 100 ml Lg. lösen. 


Bariumchlorid-Lg. 1,0 g/ 
100 ml 

Schwefelsäure ca. 
OS2.N 

(pH: 6,8 

Zinksulfat-Lg. en 
100 ml 

Zinksulfat- 


Puffer-Ig. a 


Zinksulfat- 
Puffer-Lg. b 





1er 524031 21 


Durch Zink-Ionen werden im pH-Bereich von 6 - 8 vorrangig f/- 
ı Globuline aus Serum ausgsefällt. Die Intensität der entstehenden! 

Trübung korreliert positiv mit der 
Die Methode ist nicht geeignet zur quantitativen J-Globulin- 
Bestimmung. Als Ergebnis werden lediglich Trübungseinheiten an- 





d -Globulinkonzentration, 





5,6 ml konz, Schwefelsäure mit! 
dest. Wasser auf i 000 ml auf-! 
füllen. 


140 mg Na-Azetat und 200 mg 
Barbital-Na in 1 000 ml dest. | 
Wasser lösen, 5 mi 0,1 N Salz«-I 
säure zugeben. pH-Wert der Lg.! 
mit weiterer Salzsäure auf 6,8] 
einstellen (Glaselektrode!). 


1,2 g Zinksulfat (ZnS04 » 7H208 
in dest. Wasser zu 100 ml Lg. 
lösen. 


100 ml Puffer-Lg. mit 1,0 ml | 
Zinksulfat-Lg. versetzen. 
Mischung täglich frisch berei- 
ten, : 


100 ml Puffer-Lg. mit 0,3 ml 
Zinksulfat-Lg. versetzen. 
Mischung täglich frisch bersi-! 
ten. 
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ZINKSULFAT- | | 
ze A: nike 1) 
Be = 
| - = u kungen 
Be nn 


1,80 ml 1,80 ml s, Anmerkung 2 
ZnSO,-Puffer- Puffer- 
Lg. a Lg. 


+ 0,02 ml Serum 


mischen. 


Nach 30 Min. „innerhalb von 

1 h nach kurzem Schütteln bei 
660-nm P und L gegen Wasser 
photometrieren, 

Gleichzeitig sind die Extink- 
tionen der Bariumsulfat-St.- 
Suspensionen (Anmerkung 2) I, 
II und III zu messen. 


Die Extinktionen der Lesransätze sind von denen der Probs- 
ansätze zu subtrahieren, 


2, Durch Auftragen der Extinktionen der Bariumsulfat-St,. -Sus- 
pensionen I, II, III gegen die entsprechenden Trübungsein- 
heiten (Anmerkung 2) ist eine Eichkurve zu konstruieren. 


3. Die Trübungseinheiten der Serumproben sind an dieser Eich- 
kurve abzulesen. 
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Trübungstest 


Ausführung B: (Anmerkung 1) 





Ausführung 


1,80 ml 
ZnSO,-Puffer- 
Lg. b 


mischen, 


Nach 30' innerhalb von 1 Stun- 
de nach kurzem Schütteln bei 
660 nm P gegen Wasser photo- 
metrieren,. 

Gleichzeitig sind die Extink- 
tionen dsr Bariunsulfat- 
Stand.-Suspensionen I, II, III 
(Anmerkung 2) zu messen. 


Berschnung: 


1. Durch Auftragen der Extinktionen der Bariumsulfat-Stand.- 
Suspensionen I, II u. III gegen die entspr. Trübungseinhei 
ten (Anmsrkung 2) ist eine Eichkurve zu konstruieren. 


2. Die Trübungseinheiten der Serumproben sind an dieser Eich- 
kurve abzulesen. 
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ZINKSULFAT- 
Trübungstest 


Anmerkungen; 





Der Zinksulfat-Trübungstest in der Ausführung A ist be- 
sonders geeignet, niedrige Y-Globulinkonzentrationen zu 
erfassen. Er wird deshalb vorrangig eingesetzt zur Über- 
prüfung der 4 -Slobulinversorgung der Jungtiere in der 
Säugeperiode. 

Der ZnS0O,-Trübungstest in der Ausführung B aignet sich 
vorrangig zur Erfassung von erhöhten f -Globulin-Konzen- 
trationen bei Tieren außerhalb der Säugeperiode, 


Zur Eichung des Trübungstests sind Bariumsulfat-Standard- $ 
Suspensionen zu bereiten: : 
Die angegebenen ml Bariumchlorid-Lg. sind mit 0,2 N 
Schwefelsäure jeweils zu 0 mi aufzufüllen, 





ml Trübungs- 
BaCi>o-Lg. einheiten 


Die Lösungen sind vor dem Zusammengeben auf 2 - 4 °C ab- 
zukühlen. Die Standard-Suspensionen sind unmittelbar vor 
dem Messen zu bereiten und vor dem Einfüllen in die Kü- 
vetten gründlich durchzumischen, 

Zur Vereinfachung Ger Arbeit kann in der unter Aus- 
führung A bzw. B beschriebenen Weise SERULAT EG als 
Standardlösung mitgeführt werden. Die Trübungseinheiten 
des SERULAT EG müssen vorher ermittelt werden. Verände- 
rungen treten bei angebrochener Flasche innerhalb von 

2 Wochen nicht auf. Die Berechnung der Trübungseinheiten 


der Proben erfolet dann nach der Formel; 
Lee} 


E 
a =- x m a = TE des SERULAT EG 
St 
Die Serumproben sollten möglichst am Entnahmetag verar- 
beitet werden. Altere oder gefrorene Proben ergeben im 


allgemeinen niedrigere Trübungswerte. 


Bei stark getrübten oder lipämischen Seren ist für jede 
Probe ein gesonderter Leerwert zu bereiten {is 
führung A!). 
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ZINKSULFAT- 


Methodenmerkmale; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1976 


Präzision: 


in der Serie; 
(n=20) 


Probenanzahl/Tag +» AK: mind. 250 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstemmin: 1,2037,01979 
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X -GIOBULINE E 03.1.5 


Durch Zinkionen werden bei pH 6 - 8 vorrangig y -Slobuline 

aus Serumproben ausgefällt. 

Die Intensitäten der auftretenden Trübungen (bzw. Fällungen) 
werden visuell eingeschätzt und mit einem Testserum verglichen 
Der Siebtest ist einzusetzen zur Einschätzung der y "Slobulin- 
versorgung im postnatalen Zeitraum. 








Reagenzien: 


Reagenz Herstellung 


Zinksulfat-Puffer-Ig. a) 140 mg Natriumazetat und 

(pH 6,8) 200 mg Barbital-Natrium in 
1 000 ml dest. Wasser lösen. 
5 ml 0,1 N Salzsäure zugeben. 
pH-Wert der Ig. mit weiterer 
Salzsäure auf 6,8 einstellen 
(Glaselektrode!). 


1,2 g Zinksulfat (ZnSO4-7H20) 
in dest. Wasser zu 100 ml Ig. 
lösen. 


100 ml Puffer-Ig. a mit 2,0 
ml Zinksulfat-Ig. b mischen. 
Lg. c täglich frisch berei- 
tens. 
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ZINKSULFAT- u 
4 -GLOBULINE Trübungs-Siebtest sen 1 E 03.1.8 5 


ee 
















1 0,200 mi dest. Wasser 1 

2 0,010 ml Serum + 0,010 mi Testseru 
mischen. 

3 | Tüpfel- 0,050 ml Verdünnung 


platte + 0,110 ml Zinksulfat-Puffer-ig, 


mischen, 


4 Nach 10 Min. Trübungs- ä 
intensitäten visuell 
einschätzen. 


Auswertung: 


Die Intensität der Trübungen korreliert positiv mit ser 
y Slobulinkonzentration der Serumproben. 


Die Trübungsintensitäten der Serumproben werden visuell gegen 
die des Testserums eingeschätzt. 
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ZINKSULFAT- 
Trübungs-Siebtest 


X -GLOBULINE 


Anmerkungen: 





Die bereiteten Serumverdünnungen können auch für den 
GLUKOSE-Siebtest (K 01.2.5) und den GESANT-EIWEISS-Siebtest 
(E 01.2.5) eingesetzt werden. 


Als Testseren sind Seren mit Trübungseinheiten an der 
unteren Normgrenze geeignet. 


Stark lipämische Seren sind für diesen Siebtest nicht ge- 
eignet. 


Nach längeren Standzeiten treten gewöhnlich Eiweißaus- 
ıflockungen auf, die schlechter zu beurteilen sind. 





Nethodenmerkmale: 


| Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 





| Proben mit Trübungsdifferenzen von 2 - 3 Einheiten sind (vor 
i allem im unteren Normbsreich) deutlich voneinander zu unter- 
scheiden. 


Die Eichung von Testseren ist nach der Vorschrift E 03.1 vor- 
zunehmen. 


Probenanzahl/Ta mind. 500 
(Einfachbestimmungen) 


! Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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ASPARTATAMINOTRANSFERASE (GOT) 5 
(2-Oxoglutarat-Aminotransferase; EC 2,6.1.1) 10.1 


FERMOGNOST ® -GOT-UV-Test: 


L-Aspartat reagiert mit 2-Oxoglutarat unter katalytischer Wir- 
kung der GOT zu Oxalazetat und L-Glutamat. Oxalazetat wird da- 


nach durch NADH> in Gegenwart von Malatdehydrogenase (MDH) zu 
Malat reduziert. 

Die Geschwindigkeit der Extinktionsabnahme im UV-Bereich durch 
Umsetzung von NADH>2 zu NAD dient als Maß für die Enzymaktivität 
(kinetische Messung). 


Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


' Reagenzien: 





IL-Aspartat-/Tris- Inhalt der Flasche 510 A in 30 ml dest 
Puffer-Ig. Wasser lösen, die in der Arbeitsanlei- 
tung des Herstellers vermerkte Menge 
Salzsäure zugeben und mit dest, Wasser 
zu 50 ml auffüllen, 
Haltbark.: max. 28 Tage bei 2 - 5 °c. 


NADH>-Ig. Inhalt der Flasche 510 B in 5,0 ml 
Natriumhydrogenkarbonat-Lg. (1 %ig) 
lösen. 
Haltbark.: max. 7 Tage bei 2 - 5 °c. 


1 Vol.-Teil des Inhalts der Flasche 
510 C mit 4 Vol.-Teilen dest. Wasser 
mischen, 

Haltbark.: max. 12 Stden. bei 2 - 5 °c, 


2-Oxoglutarat-Lg. Inhalt der Flasche 510 D in 5,0 ml 
dest. Wasser lösen, 
Haltbark.: max. 7 Tage bei 2 - 5 °C, 


Substrat-Puffer- 10 Vol.-Teile L-Aspartat-/Tris-Puffer- 
Gemisch Ig., 1 Vol.-Teil NADH2-Lg. und 1 Vol,- 
Teil MDH-Lg. mischen. ” 
Haltbark.: max. 8 Stden. bei 2-5 °., 


Konzentrationen im Testansatz: 
Ausführung A | Ausführung B 


L-Aspartat 
Tris-Puffer 


2-Oxoglutarat 
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FERMOGNOST ®) - 
GOT-UV-Test 








ASPARTATAMINOTRANSFERASE Plasma | E 10416 
(GOT) Serum 7 Bd 


Ausführung A (bei Verwendung von SPEKOL mit Meßansatz EK1 
Le =. 


Geräte Ausführung 
| kung sen] 
0,900 ml Substrat-Puffer-Gemisch um 


+ 0,075 ml 
Plasma 
(Serum) 





mischen; 20 Min. bei 37 °C 
inkubiseren (Wasserbad oder 
Heizblock). 


2-Oxoglutarat-Lg. 


kurz mischen (!), 


Extinktion von P gegen Wasser | 
bei 366 nm sofort und danach | 
noch 4mal im Abstand von je 
120 Sek. bei 37 °C messen 
(Schichtdicke 1 cm). 


Es sind die Differenzen A E aus zwei aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen zu Berechnen: 
Aus den 4 berechneten A E ist der Mittelwert AE zu bilden] 
AE «+ 2121 = x U GOT/1000 ml Plasma (Serum) 
(Anmerkung 6) 
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FERMOGNOST (®) 
GOT-UV-Test 





ASPARTATAMINOTRANSFERASE - i Plasma E 10 B 
(GOT) Serum EB a 


Ausführung B (bei Verwendung von SPEKOL mit Meßansatz EK5-aut 
und Schreiber (z.B. G1B1 ): 


ee | Ausführung Pa 
|kung eng 
fan 0,900 ml Substrat-Puffer-Gemisch | 


+ 0,150 ml Plasma - - 
(Serum) 




















mischen; 20 Min. bei 37 °C 
inkubieren (Wasserbad oder 
Heizblock). 












2-Oxoglutarat-ig. 


kurz mischen (!!), 


Extinktion von P bei 366 nm 
sofort und danach noch mal 
im Abstand von je 1 Min. bei 
37 °C messen (Schichtdicke 

em), 


Es sind die Differenzen AE aus zwei aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen zu berechnen, 
Aus den 3 berechneten A E ist der Mittelwert AE zu bildens 


AE« 2273 = x U GOT/10C0 ml Plasma (Serum) 
(Anmerkung 6) 
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FERMOGNOST ®) 
GOT-UV-Test 








ASPARTATAMINOTRANSFERASE - i Plasma E 104 
(GOT) Serum | : 


Anmerkungen: 





Als Antikoagulanz für die Plasmagewinnung nur Heparin 
verwenden. 
Max. Lagerzeit der Proben bis zur GOT-Bestimmung: 
Zimmertemp.: 2 Stunden; 2 - 5 9C: 24 Stunden; 

£-12 °C: 1 Monat (mind.) 


Liegt die Extinktion der ersten Messung des Probeansatzes 
über 0,7C0, dann ist ein gesonderter Leeransatz aus 1,0 
ml Wasser und 0,075 ml des betreffenden Plasmas (Seruns) 
zu bereiten. Ein Leeransatz wird prinzipiell notwendig 
bei stark getrübten oder gefärbten Proben, 


Ist AE des Prüfansatzes höher als 0,050, dann ist die 
Plasma-(Serum-)Menge auf 0,050 bzw. 0,025 ml zu reduzie- 
ren. Das Ergebnis ist dann mit 1,46 bzw. 2,86 zu multi- 
plizieren,. 


Küvettenwechselautomatik: 1 Min. 

Papiervorschub: 20 mm/Min. 

Filter zw. EK5-aut und Zellenhaus: UG2 

Der Meßansatz EK5-aut wird mit 4 Probeansätzen beschickt. 
Ein Leeransatz ist nicht erforderlich, 


Sind AE und damit auch AE größer als 0,050, dann ist 
die Plasma-(Serum-)Menge auf 0,075 ml zu reduzieren. Das 
Ergebnis ist dann mit 1,87 zu multiplizieren. 


Die Faktoren F = 2121 bzw. 2273 wurden errechnet aus der 
Beziehung: 


R= V « 1000 V Volumen des Probsansatzes 


sn'mi 
nee 


K Extinkt. Koeff. des NADH» 
bei 366 nm = 3,3 cm“/ mol 


eingesetzte Plasma-(Serum-J 
Menge in ml 


Küvetten immer in den thermostatierten Meßansätzen belas- 
sen. Vermessene Probenansätze mit Wasserstrahlpumpe ab- 
saugen! 
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FERMOGNOST @®) 
GOT-UV-Test 








ASPARTATAMINOTRANSFERASE -! Plasma E 104 
(GOT) Serum : 


Methodenmerkmale; 





Methodenbearbeitung: SVP Berlin, 1975; IaT Eberswalde, 1976 


Präzision: 


in der Serie: s % £2,5 
20) 


von Tag zu Tag: s %{£2,5 (bei x = 88 0/1) 
(n = 20) 


Probenanzahl/Tag - Ak: 


nach Ausführung A: mind. 50 
(Einzelbestimmungen) 


nach Ausführung B: mind. 120 
(Einzelbestimmungen) 








Verbindlichkeitstemin; 1% .03.. 1979 | 
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ASPARTATAMINOTRANSFERASE (GOT) 





I E 10.1.5 


(2-Oxoglutarat-Aminotransferase; EC 2.6.1.1) 


FERMOGNOST o -GOT-Siebtest: 


i L-Aspartat reagiert mit 2-Oxoglutarat unter katalytiischer Wir- 
kung der GOT zu Oxalazetat und L-Glutamat. Das Oxalazsetat wird 
in einer Indikatorreaktion mit NADH2 zu Malat und NAD umgesstzi 

Die Malatdehydrogenase (MDH) wirkt dabei als Katalysator. M 
Beim Siebtest wird nach einer vorgegebenen Inkubationszeit dl 
im Reaktionsgemisch noch vorhandene NADH>2-Menge nach UV-Anre- 
gung visuell gegen einen Standard eingeschätzt. 





Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


— Reagenz u Herstellung Bi heehe >) er) | 510 


a eret-trib: Inhalt der Flasche 510 A in Auen BER ı mi dest} 

Puffer-Ig. Wasser lösen, die in der Arbsitsanwsi- 
sung des Herstellers angegebene Menge 
Salzsäure zugeben und mit dest, Wasser 
zu 50 ml auffüllen, 

Haltbarkeit: max. 28 Tage bei 2 - 5 ü 


2 ı NADH>-Ig. Inhalt der Flasche 510 _B in 5 mi Na- 
triumhydrogenkarbonat-Lg. (1 g/10C0 ml) 
lösen, 

Haltbarkeit: max. 7 Tage bei 2 - 5 °C, 

3 | MDH-Lg. ı Vol.-Teil des Inhalts der Flaschs 
510 C mit 4 Vol.-Teilen dest. Wasser 
mischen. 


Haltbarkeit: max. 12 Stunden bei 2 6 


ä 2-Oxoglutarat-Lg. Inhalt der Flasche 510 D in 5 ul dest. 
Wasser lösen, 

Haltbarkeit: max. 7 Tage bei 2-5 -c. 

5 | Testlösung 1:0 ol L-Aspartat/Trispuffer-! Bei 64 
mi NADHo-Lg., 0,2 ml MDH-Lg. und 0,2 *: 
2-Oxogiutarat-Le. miechen, | 
Haltbarkeit; max. 3 Stunden bei 2 - 5 


aan er 


Konzentrationen im Testansatz; 


L-Aspartat: 120° mM MDH: Ban | 
Tris-Puffer: 60 mM; 2-Oxoglutarat: 14,2 mM 


NADH>: 0,48 mM 
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FERMOGNOST (R)- 
GOT-UV-Siebtest 







! ASPARTATAMINOTRANSFERASE | | Plasma # E 10.4.8 
(GOT) Serum m 4 Terer 
Ausführung: 


ae rien nn hen rn ii | 5 kungs: 






3 al Plasma 3 al Testplasma 
(Serum) (-serum) 
(gleicher Tier. 
art!) 








+ 12 ul Testlösung 


Platte 2 auf Platte 1 legen. 

30 Sek, mischen (Vibrationsmischer) 3 
15 Min. bei Zimmertemperatur ste- 

hen lassen, Danach Plattenhälften 
trennen und Reaktionsmischungz auf 
vorbereitetes Filterpavier FN 2 
abklatschen; mit Heißluftdusche 

trocknen. 


Filterpapier unter UV-Lamps be- 
trachten, 


Auswertung: 





Die Fluoreszenzintensität der Spots unter der UV-Lampe ist 
I umgekehrt proportional der GOT-Aktivität in den Proben. 


| Die einzelnen Spots sind gegen den Testplasma-(-serum)Spot 
abzuschätzen. 


Totale Fluoreszenzlöschung tritt unter diesen Bedingungen bei 
| GOT-Aktivitäten 285 U/l ein, 
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FERMOGNOST R) 
GOT-UV-Siebtest | 





Maximale Lagerzeit der Plasma-(Serum-)Proben bis zur GOT- 
Bestimmung: 

Raumtemp.: 2 Stunden; 2 - 5 90: 24 Stunden; Z-12 °C: mind, 
1 Monat. 








Als Testplasma(-serum) ist ein Serum (Plasma) der N, 
Tierart mit einer GOT-Aktivität an der oberen Normgrenze 
zu verwenden. j 


Die angegebenen Reaktionsbedingungen sind geeignet für 
GOT-Aktivitäten £ 70 U/l. Bei höheren Normbereichen ist 
die Inkubationszeit zu verkürzen, 


Methodenmerkmale: 


Methodenbsearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1976 


1 
h 
MET aa een | Tr: sl) 


4 Proben mit GOT-Aktivitäts-Differenzen von 4 - 5 U/l sind {in 
i der Umgebung des Normbersichs) deutlich voneinander zu unter- 
scheiden. 


" LET GER POERTERI ET 400.00 


ET ur an TE PT 





| Probenanzahl/Tag + AK; 400 - 500 


(Einfachbestimmungen) 


i Verbindlichkeitstsmin; 1. 03. 1979 
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| LEUZINAMINOPEPTIDASE (LAP) 
| (Leuzylpeptidhydrolase; EC 3.4.1.1) 


i FERMOGNOST ® -LAP-Test: 
Leuzinhydrazid wird durch die LAP hydrolysiert, Das dabei ent- 


standene Hydrazin bildet mit 4-Dimsethylaminobsenzaldehyd in 
salzsaurem Milieu einen orangeroten Farbstoff. 





iı Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien; 


r. ı Reagenz Herstellung i 


Äthanolamin- Inhalt der Flaschen 517 A unver- 
| Puffer-Ig. dünnt verwenden. 
Lg. bei 2 - 5 °C aufbewahren. 


Leuzinhydrazid-Lg. Inhalt der Flasche 517 B in 5,0 
ml dest. Wasser lösen. 
Lg. sofort weiterverwenden. 


| Substrat-Puffer- 1 Vol.-Teil Leuzinhydrazid-Lg. 
Gemisch mit 4 Vol.-Teilen Äthanolanmin- 
Fuffer-Lg. mischen. 
Mischung sofort einsetzen. Bei 
<-12 °C ist die Mischung einige 
Tage haltbar. 


A-Dimethylamino- Inhalt der Flasche 517 C in 18 ml 
benzaldehyd-Lg. Äthanol (oder Methanol) lösen und 
mit 300 ml 0,1 N Salzsäurs mi- 
schen. 
Haltbarkeit: mind. 3 Monate bei 
2 -5%. 5 


Hyädrazin-Standard- 1,4 ml Hydrazin-Lg. der Flasche 
Ig. 517 D mit dest. Wasser zu 50 ml 

auffüllen. 
Lg. kühl und dunkel aufbewahren. 


Konzentrationen im Testansatz:; 


Äthanolamin-Puffer: mM (pH: 10,15) 
Leuzinhydrazid; 17,6 mM 
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LEUZINAMINOPEPTIDASE | FERMOGNOST W| plasma en 
(LAP) Farbtest Serum 
— (für armen 


Me ram 
Fe en 


Plasma schritte 1%, 
(Serum) 2X, 3%) 


in Eiswasser stellen. 


+ 0,250 ml + 0,250 ml 
Substrat-Puffer-Gemisch (eisgekühlt) 


mischen. Genau 10 Min. bei 

37 °C im Wasserbad inkubieren. 
Anschließend in Eiswasser 
stellen. 


+ 2,500 ml 4-Dimethylaminobenzaldehyd-Lg. 
(+ 0,020 ml Plasma (Serum) nur beim Leer- 
ansatz!) 


mischen. 30 Min. bei 37 °C 
halten. 


P und L gegen Wasser inner- 
halb von 6 Stunden bei 455 nm 
photometrieren. 


1,* 


0,020 ml 0,020 ml 
Wasser Hydrazin- 
St.-Lg. 


+ 2,500 ml 4-Dimsthylaminobenzaldehyd-Lg. 


mischen. 30 Min. bei 37 °C 
halten. 


St und IX gegen Wasser inner- 
halb von 6 Stunden bei 455 nm 
photometrieren. 
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LEUZINAMINOPEPTIDASE emucanosı (&) Plasma E#.1133 
(LAP) Farbtest Serum 


Ausführung 2 (für Einzelbestimmungen): 


Be 
kungen 


5 Min. bei 37 °C im Wasserbad 
temperieren. 





(s. Arbeits- 
schritte 1%, 2%, 
Er 


mischen. Genau 10 Min. im Was- 
serbad bei 37 °C inkubieren. 


+ 2,500 ml 4-Dimethylaminobenzaldehyd-LIg. 


(+ 0.020 ml Plasma (Serum) nur beim Leer- 
ansatz!) 


mischen. 30 Min. bei 37 °C 
halten. 


P und L gegen Wasser innerhalb 
von 6 Stunden bei 455 nm photo- 
metrieren. 


Tem St 


0.020 ml 0.020 ml 
Wasser Hydrazin-St.,-Ig. 


+ 2,500 ml 4-Dimsethylaminobenzaldehyd-Ig. 


mischen. 30 Min. bei 37 °C 
halten. 


St unatyr gegen Wasser innerhalb 
von 6 Stunden bei 455 nm photo- 
metrieren. 
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a re FERMOGNOST ® Plasma 
Farbtest Serum 





Anmerkungen: 


Plasma-(Serum-)gewinnung streng nach Arbeitsvorschrift 

A 02.1 bzw. A 03.1 durchführen. Als re für die 
Plasmagewinnung nur Heparin verwenden, 

met der Proben bis zur LAP-Bestimmung: 
- 5 90: max. 24 Stunden; { -12 °C: mind. 1 Monat 

(Nach dem Auftauen sind die Proben sofort zu verarbeiten!),. 


Für jede Probe ist ein gesonderter Leeransatz zu bereiten! 


Das Abkühlen der Probeansätze bewirkt ein starkes Absin- 
ken der Geschwindigkeit der Enzymreaktion. Es wird dadurch 
möglich, größere Probenzahlen unter Routinebedingungen 
gleichzeitig unter gleichen Reaktionsbedingungen zu bear- 
beiten und reproduzierbars Ergebnisse zu erhalten. Die bei 
dieser Arbeitsweise und unter Verwendung der angegebenen 
Geräte erhaltenen LAP-Aktivitäten liegen ca. 5 % niedriger 
als nach dem Original-FERMOGNOST-Test (Ausführung 2). Die- 
se Abweichungen wurden in der Berechnungsvorschrift bereits 
berücksichtigt, so daß nach beiden Ausführungsformen glei- 
che Endergebnisse erhalten werden! 


Für die Inkubation der Probenansätze bei 37 °C ist ein 
großvolumiges Wasserbad (Thermostat U 10; Inaktivierungs- 
wasserbad) zu verwenden, 


Bei LAP-Bestimmungen in Schweineplasma(-serum) sind die 
Messungen in 0,5 cm-Küvetten durchzuführen, ansonsten nur, 
‚wenn die Extinktionen der Proben außerhalb des Meßberei- 
ches des SPEKOL (Anmerkung 6) liegen. 

Wird auch dann noch der Meßbereich überschritten, dann 
sind der Plasma-(Serum-) und Hydrazin-St.-Einsatz in glei- 
chem Maße weiter zu verringern. Ein Verdünnen der Proben 
ist nicht anzuraten. 


Es empfiehlt sich, zur Überprüfung des SPEKOL und zur Fest- 
legung des Meßbereichs eine Eichkurve aufzustellen: 1,4 ml 
| Hyärazin-Lg. der Flasche 517 D mit dest, Wasser zu 

10 ml Lg. auffüllen; Lg. schrittweise weiter verdünnen, 
Diese Lösungen werden, wie unter Ausführung 1X - 37 be- 
schrieben, behandelt. Die Ergebnisse sind graphisch dar- 
zustellen, Der Meßbereich ist auf den geradlinigen Teil 
der Eichkurve zu beschränken. 
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EEE FERMOGNOST ® Plasma 
Farbtest Serum 
Berechnung: 
. F= x U LAP/1 000 ml Plasma (Serum) 
Est - EL 


F (Ausführung 1) : 138 
F (Ausführung 2) : 132 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: BIV Erfurt, 1976; IaT Eberswalde-Finow, 





1977 
Präzision: ri der Serie: LA 
a 
von Tag zu Tag: s% % 10,0 
ar BE (bei X = 20 u/1) 
Probenanzahl/Tag - AK: mind. 150 


(Einfachbestimmungen) 
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| LEUZINAMINOPEPTIDASE (LAP) 
(Leuzylpeptiähydrolase, EC 3.4.1.1) 


KERNOGROST® »LAP-Siebtest; 


i 
Leuzinhydrazid wird gurch die LAP hyürolysiert. Das dabei a 
standene Hydrazin bildet mit 4-Dimethylaminobenzeldehyd in 
i salzsaurem lilieu einen orangsroten Farbstoff. Beim LAF-Sieb- 5 
test werden die farbigen Spots der Proben gegen einen Ze 
Spot visuell eingeschätzt. 








| Plasma, Serum (Anmerkung 1) Ri 
Reagenzien: 
Nr.| Reagenz | Herstellung | 2 u; 
1 Äthanolamin-Puffer- Inhalt der Flaschen 517 A umver- 
Lg. dünnt verwenden. 


a 
5 


Aufbewehrung bei 2 - 5 °c. 


2 Leuzinhydrazid-Ig. Inhalt Ger Flasche 517 B in 5,0 mi 
! dest. Wasser l&sen. 
Lg. frisch weiter verweisen. 


3 Testlösung 1 Voil.,»üsil Leuzinhnfärssid-is 
und 4 Vols-Teile Athanclenia« 


Puffer-ig. mischen. 

Mischung umgehend einsetzen ode 
Portionen von ca. 1 ml bei &ei 
aufbewahren. 

Haltbarkeit: ca. 1 Wcche, 





4 Sprüh-Reagenz Inhalt der Flasche 517 C in 15 mil 
Athanol oder Methanol lösen. 
1 Vol. -Teil dieser ig. mit 
5 Vol.-Teilen 0,5 E Salzsäure 
mischen. 
Lg. bei 2 - 5 95 aufbenshren. 
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: LEUZINAMTNOPEPTIDASE | FERMOCNOST\ 


(LAP) LAP-Sishtest 





















On ee 
seräte en: | Ausführung 
St 
0, 005 = Plasma 0,005 ml Test- 
(Serum) plasma 
(-serum) 








KAPA» 
PFiatte 
2 


+ 0,010 ml Testlösung 





Platte 2 auf Platte 1 

legen. 30 Sek. mischen 
(Vibrationsmischer). 

10 Min. bei Raumtemperatur 3 
(320 °C) stehen lassen. 
Danach Plattenhälften tren 

nen. keektionsmischung auf 
vorbereitetes Filterpapier 

FN 2 abklatschen. 

Mit Heißluftdusche Trocknen 


| 








terpapier mit Sprüh- 
genz beidseitig zgleich- 
ig leicht besprühen. 









Nach ca. 5 Min. orangerote | 
Spots visuell bewerten. 


; Die Farbintensitäten der orangsroten Spots sind proportional 
i den LAP=-Aktivitäten in den Proben. 


I Die Ferbintensitäten der einzelnen Spots sind gegen Cie dss 
Testplasmea-(-serum-)Spots visuell abzuschätzen. 
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LEUZ a > FERMOGNOST ® = 
LAP 


LAP-Siebtest 





Anmerkungen: 









Als Antikoagulanz bei der Plasmeherstellung nur Neparin 
verwenden. 

Leserzeit der Proben bis zur LAP-Bestimmung: 

2 - 5 00: max. 24 Stunden; & - 12 00: mind. 1 Wochs. 


Als Testplasma (-serum) ist ein Piasma (Serum) mit einer 
LAP-Aktivität an der oberen lNormgrenze zu verwenden, 





Die angegebenen Keaktionsbedingungen sind geeignet für 
einen LAP-Normbereich von 60 - 200 U/l. Bei nieärizeren 
Normbereichen ist die Inkubationszeit auf 15 Nin. zu 

verlängern. 


Methodenmerknmale: 






WERTE Se 6 










| Methodenbearbeitung : IaT Eberswalde-Finow, 7976 


= 
dern 2 
I&: 


u ee 








Seien 





| der Umgebung des Nornbereiches) deutlich roneinenil:cr zu unter 


| Proben mit LAP-Aktivitätsdifferenzen von ca: 10 W/i sir2 ia | 
scheiden. F 






Probenanzahl/Tag + AK: mind. 500 


(Einfachbestimmungen) 





: Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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SALEALISCHE THOSPHATISE 0 3:2 Dale 


| (Orthophos BREI 
: EC 3 1e3e 1) 


i FERM r.0®, -Farbtest: 


ı 4-Nitrophenylphosphat wird unter katelytischer Einwirkung der 
AP hyärolysiert. Die Ferbintensität äes entstehenden gelben 
 4-Nitropikenol ist proportionel der Aktivität der AP. 


Me 


ı Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
| Reagenz ER Herstellung 


Glykokoll-Puffer- Inhalt der Flasche 518 A mit dest. 
Lg. Wasser auf 100 ml auffüllen. 
Haltbarkeit: mind. 30 Tage 
bei 2-5 00, 


4-Nitrophenylphosphat- Inhalt jeder Flasche 518 B in 
L 0,001 N Salzsäure zu 50 ml la. 
lösen. 
Haltbarkeit: lichtgeschützt mind, 
7 Tage bei 2 -5 


o»3 nyiphospha Gleiche Volumina Glykckoll-?Puffer- ! 
18» Lg. und Nitrophenylphosphat-Ie. 
nischen. 
Haltbarkeit: max. 12 Stunden 
bei 2 =» 5 00, 


Natronlauge (0,02 N) 2,0 mi N Natronlauge mit dest. 
Wasser zu 100 ml Lg. auffüllen. 


4-Nitrophenol- a) 10 ml Inhalt der Flasche 518 C 
Standard-Ig. mit dest. Wasser zu 25 ml auf- 
füllen. 
Haltbarkeit: lichtgeschützt 
mind. 30 Tage bei 
2-50, 
esenlabg se) nit 1,0 ml 
Natronlauge mischen 
(= 100 U kP/1). 


Glykokoll-Puffar: 15 mil KO NOd) 
4-Nitrophenylphospka 
Magnesiumchlorid: 





Blatt i 





FERMOGNOST ® - 
Farbtest 








ALKALISCHE PHOSPHATASE Plasma E 412.4 
(AP) Serum . 
Ausführung 1 (für Serienbestimmungen): 


Teste, huorihrung ER 


12 L St 


























0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml 2 
Plasma dest. Nitrophenol- 
(Serum) Wasser Stand.-Lg. b) 


3 Min. in Eiswasser stellen. 





0,20 ml Nitrophenylohosphat-Puffer-Ig. 
(eisgekühlt) 












Genau 30 Min. bei 37 °C inku- 
bieren, anschließend in Eis- 
wasser stellen (5 Win.). 


Natronlauge 
mischen. 
P und St gegen L innerhalb von 


2 Stunden bei 405 nm photo- 
metrieren. 


3 
Bi 
Be 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE FERMOCNOST U - Plasma E 12.4 
(AP) Farbtest Serum L 


Ausführung 2 (für Einzelbestimmungen): 


0,20 ml Nitrophenylphosphat-Puffer-Ig. 








5 Min. bei 37 °C im Wasserbad 
temperieren. 


0, 02m 2,02 +0,02 m 
Plasma dest. Nitrophenol- 
(Serum) Wasser Stand.-Ig. b) 


mischen. = 
Genau 30 Nin. bei 37 "C inku- 
bieren. 


2,00 ml Natronlauge 


mischen. 


P und St gegen L innerhalb von 
2 Stunden bei 405 nm photo- 
metrieren. 
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# ALKALISCHE PHOSPHATASE FErnosnost® - Plasma 





(AP) | Farbtest Serum GB 


Anmerkungen: 








Plasma-(Serum-)Gewinnung streng nach Arbeitsvorschrift 
A 02.1 bzw. A 03.1: durchführen. 

Als Antikoagulanz für die Plasmegewinnung nur Heparin ver- 
|jwenden. 

Lagerzeit der Plasma-(Serum-)Proben bis z 
Zimmertemperatur: max. 6 Stunden; 2 -5 % 
ı £- 12 °C: mind. 2 Monate. 








ur AP-Bestimmung: 
: max. 48 Stundeng 





ı Bei EEUOLEBONON. oder getrübten Proben ist ein gesonderter 
Leeransatz L” für jede Probe zu bereiten: Anstelle von 
0,02 ml Wasser (Arbeitsschritt 1) ist nach der Zugabe von 
Natronlauge (Arbeitsschritt 3) 0,02 ml Plasma (Serum) zuzu- 
Fügen. Men photometriert dann zweckmäßig alle Ansätze gegen 
W jasser ® 















| 3 |Das Abkühlen der Probeansätze bewirkt eine Verminderung der 
Geschwindigkeit der Snzymreaktion. Es wird dadurch möglich, 
eine größere Probenanzahl unter Routinebedingungen gleich- 
zeitig und unter gleichen Reaktionsbedingungen zu bearbei- 
ten und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Die bei 
dieser Arbeitsweise erhaltenen AP-Aktivitäten liegen um 
niger als 2 % niedriger als nach dem Original-FERMOGNOST 
er enn die anges ‚ebenen Geräte verwendet werden. Diese 
ingen Abweichungen wurden in der Berechnungsvorschri ft 
. berücksichtigt. 


\ 


EISTEEI 
ed li 
[@) . rm 









Für die Inkubation der Probsansätze bei 37 °C ist ein groß- | 
volumises Wasserbad (Thermostat U 10, Inaktivierungswasser- | 
bad WABA 160 oder 240) zu verwenden. 







Nuke? die Extinktion der ?Proben außerhalb des Meßbereiches 
des SPEKOL (Anmerkung 6), dann sind die Messungen in 

D> 5-om-Küvetten zu wiederholen. 

Wird der Meßbereich auch denn noch überschritven, so ist 
die Bestimmung mit verringerter Inkubationszeit (10 bzw. 

5 Min.) zu wiederholen. Das Berechnungsergebnis ist dann 
mit 3 bzw. 6 zu multiplizieren. 









Zur Festlegung des Meßbereiches des SPEKOL ist eine Eich- 
Beveraufzustellen. Dazu werden 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 7,5 ml 
4-Nitrophenol-Stand.-Lg. a) mit Natronlaug e auf 10 ml auf- 
gefüllt (2 20, 40, 60, 100, i50 U AP/1). Diese Lösungen 
werden, wie unter "Lusführung! beschrieben, anstells von 
Plasma (Serum) eingesetzt und gegen L photometriert. Lie 
Extinktionen sind gegen U/i graphisch derzustellen. Der 
Meßbereich ist auf den geradlinigen Teil der Eichkurve zu 
beschränken. 













Blatt 4 







> GB Fi 


DZ 2 


me EEE ER AMEI EE DAEERLELE DL ALLEN: 


PILIBEODBRTONVG TI 


3a) A [> 
N1yt62 | zuantdyei NE 


ei our auausr %“ EEE, 





















wire Anz ru N Te 5 0% 


BERN” EstaH Teac Snack wesent 37 Y aan DOREEN 
5. : 
| u is eld aedoril-noiBd)- Buena re 2r0g ze 
db za UP de Ei anne Be ein. 
.Sreaok 5 rn 2 
| nis 388. naodort aaselr3ss 7390 ano 
arte saarrsyag Me 340: Base ur Ssyamt er 
a dar (1 tesa A ee Fe 
#2) acsalT: Im SO,D TE :t Tefsawt todrk) “Bra DR 
j enk Sl Sheiesua and. Frames Re 
; ER i 
Fi gr ta» Ir aan 221821884073 Tan ne 
| iw et ‚uatfılastmyau# 255 TEASH ER : 
j bedlanıtuu dt alacı LBSAaaalre rat w_ 
ERDE TEA Te Un 1:5 % markt nd sin res bei | 
f ea er: Er de ELeBeN sr ’DR 
i Ha lkr» 
Er RER ‚»Fisdee Se mas ee 
| mh Koma sin Taakreetn a 
ws‘ Yan NBRBORE ver 4.28 ne 
) ahnt nahm dann ERs ondE 
FRA Yora 
dort z3b Nele E} g 
* ‚ { Ssreesr? ’ Past ie) 2 Me - 
wir; KORN, 7EhR A " 
(as ade n8407% Seh no EZ 783 e 
h) huta Anah ..X5 Bauten au ne 
Ani:SL.T ERLERNT tja 
sarah fooh Aaa Fane uo aRSEE er); 
nnctieduent Talrnaabrrie rt 
N SELERELT REDE TE ro anins ıobe tw ur 
| ‚erstellt ni mg 
} ahe + IDXUGE sah BarsleTnceaN Be ee = 
u, sc are ua ‚an Liste Hein 
t i u DE rl euer 1m (# ter tigire m: Y2 
it 658 4 LP U De, ZODE 408 «us | 
Hltrinne ‚asreirigand "zurinlteni" Terz co 
tu srenstodn | naher Dam Ierseryrie (Hanse 
7 »tueuiah inatrastn I\V tage Dale auasr 
eh Reainiibersp ns& Iu2 wat Home 


u Pe: 


N Ar 





Als 
- 5 241 

Fi Fee NR 

5 Fa) “0 IN a 2 

Pr re ACH, f Br > AR 

pe fen an 8 u u, er 

er BI BR RZ 
AN 


ji ALKALISCHE PHOSPHATASE FERMoGNosT @ - Plasma 





(AP) Farbtest Serum 


Berechnung: 





| Für Ausführung 1 und Ausführung 2; 

| . 100 x U AP/1 000 ml Plasma (en) 
St 

Bei ikterischen oder getrübten Proben: 


(Ep - 1%) 


Be 7 100 = x U AP/1 000 ml Plasma 
Sr L (Serum) 


Methodenmerkmale: 


| Methodenbearbeitung: SVpoBertlin,. 1919 


IaT Eberswslde-Finow, 1976 
9 


En Tune 1 nn EEE En EEE nn RE 


| Präzision: 
in der Serie sl aukra 3,0 
ante 20) ___ 
von Tag zu Tag: BERN GER I0 FE 
ed). (bei x = 64 U/1l) 
Probenanzehl/Tag + AK: mind. 150 


(Einfachbestimmungen) 


SE 


er BEE EEE ET Dice 


| Verbindlichkeitstermin;: 1. 03. 1979 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP) 


ne monoeetar phosphohydrolase; 
EC 






E 12.1.8 





FERMOGNOST ® -Farb-Siebtest: 


4-Nitrophenylphosphat wird unter katalytischer Wirkung der 
‚AP hydrolysiert. Die Farbintensität des entstehenden gelben 
4-Nitrophenols ist proportional der Aktivität der AP. 


Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 





Herstellung 


Glykokoll-Puffer- Inhalt der Flasche 518 A mit dest. 
Ig. Wasser zu 100 ml auffüllen. 
Haltbarkeit: mind. on Tage bei 
ae 


Nitrophenylphosphat- Inhalt jeder Flasche 518 Bin 
Ig. 0,001 N Salzsäure zu 50 ml Ig. 
lösen. 

Haltbarkeit: mind. 7 Tage bei 
RER 


Testlösung Gleiche Volumina Glykokoll-Puffer- 
Lg. und Nitrophenylphosphat-Ig. 
mischen. 
Haltbarkeit: max. 6: ee bei 
Dur zunD 


Alkalisiertes 4 g Natriumhydroxyd p. a. in dest. 
Filterpapier Wasser zu 1 000 ml Ig. lösen 
Mit dieser Lg. Filterpapier FN 2 
beidseitig besprühen und an- 
schließend im Trockenschrank 
trocknen. 


Konzentrationen im Testansatz: 


Glykokoll-Puffer: 33,3 mM (pH: 10,4) 
Nitrophenylphosphat: 3,0 mM 
Magnesiumchlorid: 0,32 mM 
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FERMOGNOST &) 
Farb-Siebtest 








ALKALISCHE PHOSPHATASE 
(AP) 


FPERSSSBEE 12.1.5 
Serum 
Ausführung: 


7 Teste Auorirun En 


KAPA- 0,005 ml Plasma 0,005 ml Test- 
Platte (Serum) plasma 
1 (-serum) 


+ 0,010 ml Testlösung 


Platte 2 auf Platte 1 legen. 
30 Sek. mischen (Vibrations 
mischer). 

20 Min. bei Raumtemperatur 
(320 °C) stehen lassen. 
Danach Plattenhälften tren- 
nen. 

Reaktionsmischung auf alka- 
lisiertes Filterpapier FN 2 
abklatschen und mit Heiß- 
luftdusche kurz antrocknen. 


Gelbe Spots (noch feucht!) 
im Durchlicht visuell 
bewerten. 





Auswertung: 


Die Farbintensität der gelben Spots ist proportional der 
AP-Aktivität in den Proben. 


Die Farbintensitäten der einzelnen Spots sind gegen die des 
Testplasma-(-serum-)Spots visuell abzuschätzen. 
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FERMOGNOST® - 
Farb-Siebtest 





ALKALISCHE PHOSPHATASE 
(AP) 





Plasma 
i 5 


Als Antikoagulanz bei der Plasmagewinnung nur Heparin ver- 
wenden. 

Lagerzeit der Proben bis zur AP-Bestimmung: 
Raumtemperatur: max. b Stunden; 2 - 5 °C: max. 48 Stunden; 
&- 12 °C: mind. 2 Monate. 





Anmerkungen: 


Als Testplasma (-serum) ist ein Plasma (Serum) mit einer 
AP-Aktivität an der oberen Grenze des Normbereiches ge- 
eignet. 


Die angegebenen Reaktionsbedingungen gelten für AP-Aktivi- 
täten bis 100 U/l. Bei höheren Aktivitäten ist die Inkuba- 
Iitionszeit auf 10 Min. zu beschränken. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Proben mit AP-Aktivitätsdifferenzen von 5 bis 8 U/l sind (in 
der Umgebung des Normbereiches) deutlich voneinander zu unter- 
scheiden. 


—— a 


Probenanzahl/Tag +» AK: mind. 500 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 12:03 1979 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP) 


(Orthophosphatmonoester-phosphohydrolase; 
B063,41 4351 


Kinetischer Test (modifizierter FERMOGNosT ® -AP-Test): 


Die Hydrolyse von 4-Nitrophenylphosphat wird durch die AP 
katalysiert, Die Farbintensität des entstehenden gelben 


4-Nitrophenols ist proportional der Aktivität der AP. 
Beim kinetischen Test werden die Lösungen des FERMOGNO ® 

AP-Farbtest verwendet, Er ist dem OrSBIBSIZERHMOGNOST -AP- 
Farbtest vorzuziehen. 

Achtung! Bei Bi imubin-Konzentrettoren im Plasma bzw. Serum 

oberhalb des Normbereichs ist. die Methode E 12.1 anzuwenden! 


Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Herstellung 





Glykokoll-Puffer-Lg. Inhalt der Flasche 518 B mit 
dest. Wasser auf 100 ml auffüllen 
Haltbarkeit: mind. 30 Tage 
bei 2 - 5 °C 


A-Nitrophenylphosphat- Inhalt jeder Flasche 518 Bin 
Lg. 0,001 N Salzsäure zu 50 ml Ig. 
lösen, 
Haltbarkeit: lichtgeschützt mind. 
7 Tage bei 2 - 5 %. 


Nitrophenylphosphat- Gleiche Volumina Glykokoll-Puffer 
Puffer-Lg. Lg. und Nitrophenylphosphat-Ig. 
mischen, 
Haltbarkeit: max. 12 Stunden 
bei 2 - 5:06, 


Konzentrationen im Testansatz; 


Glykokoll-Puffer: 48,0 mM (pH 10,4) 
4-Nitrophenylphosphat: 4,37 mM 
Magnesiumchlorid: 0,46 mM 
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Ausführung: 


1,00 ml Nitrophenylphosphat- 
Puffer-Lg. 


5 Min. im Wasserbad (37 °c) 
erwärmen. 


Plasma 
Serum) 


mischen. Mischung sofort in 
temperierte (37 °C) 1-cm- 
Küvetten überführen. 


Extinktion von P gegen \asser 
bei 405 nm sofort und denach 
noch dreimal im Abstand von 

1 Min. bei 37 °C messen. 





Berechnung: 


a) Es sind die Differenzen AE aus zwei aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen zu berechnen. 
Aus den drei berechneten A E ist der Mittelwert A E 
zu bilden. 


AE »!EF = x U AP/1 000 ml Plasma (Serun) 


Plasma-(Serum-)Einsatz 


050402n1.1:0,0207m1 0,010 ml 


(Anmerkung 4) 
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Anmerkungen: 











Plasma- (Serum-)Gewinnung streng nach Arbeitsvorschrift 

212.1 DZW. A 0341 durchführen. 

Als Antikoagulanz für die Plasmagewinnung nur Heparin ver- 

wenden. 

Lagerzeit der Proben bis zur AP-Bestimmung: 

Zimmertemperatur: max. 6 Stunden; 2 - 5 °C: max. 48 Stunden; 
- 12 °C: mind. 2 Monate. 








Achtung! Mikroliterpipetten vor Verwendung eichen und täg- 
lich überprüfen! | 


Bei AE> 0,15 (s. Abschnitt "Berechnung") ist der Plasma- 
(Serum-)Einsatz auf 0,020 bzw. 0,010 ml zu reduzieren. 


Der Meßansatz muß mit einem Umwälzthermostaten temperiert 
werden. Es empfiehlt sich die Verwendung des Meßansatzes 
EK 5-aut, der das Vermessen von 3 Proben (und 1 Leerwert) 
nebeneinander, bzw. des Meßansatzes EX 5-aut in Verbindung 
mit der Küvettenwechselautomatik und dem Schreiber G1B1, 

der das Vermessen von 4 Proben (Leerwert kann entfallen) 

nebeneinander gestattet. 


















SPEKOL mit Meßansatz EK 5-aut und 
Küvettenwechselautomatik 
Photozelle mit Graufilter 10 % 
Wechselautomatik: ı Min. 
Papiervorschub (G1B1): 2 cm/NMin. 


Meßeinstellung: 





Faktor F errechnet sich aus der Beziehung: 
EN OS 


Er De 


F = 







Volumen des Probenansatzes 


E, = Molarer Extinktionskoeffizient 4,8 _1 
Nitrophenol bei 405 nm (18,6 cm“ »- Mol ) 


eingesetzte Plasma-(Serum-)Menge in ml. 
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Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Präzision: 


in der Series 


64 U/1) 


Probenanzahl/' mind. 150 
(Einfachbestinmmungen) 


Verbindlichkeitsternin: 1. 03451979 
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LEUCINARYLAMIDASE ABER 
(EC. 3.4.11.2.) ; 


Kinetischer Test: 
Die Leucinarylamidase katalysiert die Hydrolyse von Leucylaryl- 


amiden. Die Bestimmung basiert auf der Spaltung von Leucin-p- 
nitranilid. Das pro Zeiteinheit gebildete gelbe p-Nitranilin 
ist der Enzymaktivität proportional. 


Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Konz. 


Phosphatpuffer 0,05 M 


(pH: 7 


Leucin-p- 
nitranilid 


Substrat- 
Puffer-Ig. 


Phosphatpuffer: 
Leuzin-p-nitranilid: 





Herstellung 


a. 6,8 g KH2PO4 m. dest. H20 
zu 1 000 ml Lg. lösen. 


b. 8,9 g Na>HPO 2H20 (oder 
17, I8 NaoHPda- « 12H>20) 
mit dest. H20 zu 1 000 ml 
Lg. lösen. 


T2bmir ie ,cbn.. 2/4 mi 
Lg. a mischen. pH-Wert mit 
Glaselektrode kontrollieren 


0,025 M 63 mg Leucin-p-nitranilid in 


Methanol p.a. zu 10 ml Ig. 
lösen. 

Haltbarkeit: 6 tl licht- 
geschützt bei 2 - 5 


25 ml Puffer-Ig. und 1 ml 
Leucin-p-nitranilid-Lg. mi- 
schen. 
Haltbarkeit: 


1 Tag. 





Blatt 1 


EEE 


+ Base 7er a Ar ; AS 
{ wur N » 











“ pr z ® 
EM AR EA I he 


> 


ER T ii" B “ IMATTHARTEN er 
‚test ge 


‚Iiureltons! wow wagleriyk #25 ‚sungegle rad sarhtmel 
„aeäborel ARE auutlecd zb tus Feslaus pe 


u u 








i »iiknerctiR-g adiaa otublicde, Fieiiietlss ia 
u, .Lanoitsogorg Ya Der Temgend 1 
(f snınizemmk) 


e 


an ET Ta EEE TEE OA I AL EIER We 


b seulletaret Pe 20 | 


ET aaa t,2 8 Ei Ted ar Rt nr REIT ET ERTEILEN 
| OH „Faub „am „DISHRZ 2 8,9 8 WM CENG FR 
h "ass „ni iu 000 Fr 52 2 s Sr 
I) eHs sorlicsN a 8,8 .d 
38 f „usa a e,rr 
j a OO Fun Beh wenn Fi" 
j aut Bu 
kn 378 ‚nd „a Im 95T. „9 
uni „uedselu 2 „mal 


oasaoil ehöortieleanald 


b>linwertla-g-niounel gu LM 080,8 Pen 
u in Or er „a.c lonsiateN billcars 

‚nesdi, 
„rauch 9 ısiofradtteh 


xD 


5 Id Fasidsaey 


baur „mlrortid im 8 
v ED tsert in+q-n land ne er b 
amd 


at T sinn ta 


s | | ssigauneapT ms anna 
Mu T,ch sottagtet 
:biIinars. 


nn 
5 
& 
52 
2 


an: u er, 


t Haie a 


LEUCINARYLAMIDASE Elche E 13.4 


Ausführung: 


ee 
kungen 


5 Min. auf 37 °C temperie- 
ren. 


+ 0,100 ml 
Serum 


(Plasma ) 


kurz mischen und in vor- 
temperierte Küvette 
(Schichtdicke 1 cm) über- 
führen. 


Extinktion von P gegen Was- 
ser bei 405 nm sofort und 
danach noch 3mal im Abstand 
von 1 Min. (bei 37 °C!) 
messen. 





Berechnung: 


a. Es sind die Differenzen AE aus zwei aufeinanderfolgenden 
Messungen zu_berechnen, Aus den 3 berechneten A E ist der 
Mittelwert AE zu bilden. 


iR AE » 1 110 = x U Leucinarylamidase/l Serum (Plasma) 
(Anmerkungen: 2, 4) 
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LEUCINARYLAMIDASE er E 134 


Anmerkungen; 


Max. Lagerzeit der Proben bis zur Enzym-Aktivitäts-Bestim- 
mung: 

Bei 2 - 5 °C: Mind. 24 h; X-ı12 °C: 1 Monat (mind.) 

Als Antikoagulanz bei der Plasmagewinnung ist Heparin zu 
verwenden. 


Sind AE und damit auch A E größer als ca, 0,1, dann ist 
die Serum-(Plasma-)menge auf 0,050 bzw. 0,020 ml_zu redu- 
zieren (In diesen Fällen ist bei der Berechnung AE mit 
den Faktoren F = 2 119 bzw. F = 5 146 zu multiplizieren.) 
oder die Proben sind mit physiologischer Kochsalzlösung 

eil Serum (Plasma) + 9 Teile phys. Kochsalzlg.) zu 
nen (Berechnungsergebnis mit dem Faktor 10 multipli- 
zieren!). 


Bei größeren Serien empfiehlt sich die Verwendung des Meß- 
ansatzes EK 5-aut, der das Vermessen von 4 Proben neben- 
einander gestattet. In jedem Fall muß der Meßansatz mit 
einem Umwälzthermostaten genau temperiert werden. 


Der Faktor F = 1 110 (bzw. 2 119 bzw. 5 146) errechnet 
sich aus der Beziehung: 


SR 1RUOVO 
K ® 
Volumen des Probenansatzes in ml. 

Molarer Ext.-Koeff, des p-Nitranilins bei 405 nm 
= 9,91 cm2/ Mol. 

eingesetzte Serum-(Plasma-)menge in ml. 
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LEUCINARYLAMIDASE ARCHE E 134 


Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1978 


Präzision: 


in der Serie: 


Probenanzahl/Tag + AK: ö mind. 70 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstemin: 1. 03. 1979 
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Me nn NSERELIDeSE (y-em) 
EC 2.3.2.2.) 


Kinetischer Test: 
‘ -Glutamyl-p-nitranilid reagiert mit Glyceylglycin unter Bil- 


dung von $Y-Glutamyl-glycylglyzid u. p-Nitranilin bei kataly- 
tischer Wirkung der Y-GT. Das pro Zeiteinheit entstehende 
p-Nitranilin ist der Enzymaktivität proportional, 


Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien; 


Reagenz Konz. Herstellung 
4 


Tris-Puffer 200 mM 12,114 g Tris (hydroxymesthyl)- 

(pH: 8,25) aminomethan in 400 ml dest. 
Wasser lösen. pH-Wert mit IN 
Salzsäure auf 8,25 einstellen 
(Glaselektrode!); zu 500 ml 
Lg.- auffüllen, 





Substrat-Puffer- 126,2 mg %-Glutamyl-p-nitra- 

Lg. nilid in ca. 75 ml Tris-Puffer 
bei 50 - 60 °C lösen, 727,0 mg 
Glycylglycin zugeben; mit Tris- 
Puffer auf 100 ml auffüllen. 
Haltbarkeit: ca. 2 Monate bei 
-10 O ® 
Evtl. Ausflockungen sind durch 
Erwärmen der Ig. auf 56 °C zu 
lösen. (Anmerkung 2) 


Konzentrationen im Testansatz: 


Tris-Puffer: 
Y-Glutamyl-p-nitranilid: 


Glycylglycin: 
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Y/ -GLUTAMYL- Kinetischer Serum E 414.4 
TRANSPEPTIDASE (y-:D Test z 
Ausführung: 


kungen 


1,000 ml Substrat-Puffer-Ig. 





5 Min. auf 37 °C tempe- 
rieren. 














kurz mischen und in vor- 
temperierte Küvette 

(Schichtdicke 1 cm) über- 
führen. 






Extinktion von P gegen 
Wasser bei 405 nm sofort 
und danach noch 3 x im 

Abstand von 1 Min. (bei 
37 °C) messen, 


Berechnung: 


a. Es sind die Differenzen A E aus zwei aufeinanderfolgenden 
Messungen zu_berechnen, Aus den 3 berechneten AE ist der 
Mittelwert AE zu bilden. 


b. AN 110 = U y-eT/1 Serum 
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& -GLUTAMYL- Kinetischer Serum 5 
TRANSPEPTIDASE (y-eT) Test 14.1 


Anmerkungen: 


Max. Lagerzeit der Serumproben bis zur X -GT-Bestimmung: 
rersuns: 5 Tage; 2 - 5 °C: 1 Monat; < -12: 0C: 2 Monate 
mind ® ; 


Bei Verwendung des LACHEMA-Testbestecks wird die Substrat- 
Puffer-Lg. wie folgt angesetzt: 

1 Tablette X -Glutamyl-p-nitranilid in ca. 15 ml Tris- 
Puffer bei 50 - 60 °C lösen (Tablette dabei zerstoßen), 
2,22 ml Glycylglycin-Lg. zugeben und mit weiterem Tris- 
Puffer auf 22,2 ml auffüllen, 


Sind AE und AE größer als ca. 0,1, dann ist die Serum- 
menge auf 0,050 bzw. 0,020 ml zu reduzieren (In diesen 
Fällen ist bei der Berechnung AE mit den Faktoren 

F= 2 119 bzw. F = 5 146 zu multiplizieren) oder die Pro- 
ben sind mit physiol. Kochsalzlg. (1 Teil Serum + 9 Teile 
phys. Kochsalzlg.) zu verdünnen (Berechnungsergebnis mit 
dem Faktor 10 multiplizieren!),. 


Bei größeren Serien empfiehlt sich die Verwendung des 
Meßansatzes EK 5-aut, der das Vermessen von 4 Proben ne- 
beneinander gestattet. In jedem Fall muß der Meßansatz 
mit einem Umwälzthermostaten genau temperiert werden, 


Der Faktor F = 1 110 (bzw. 2 119 bzw. 5 146) errechnet 
sich aus der Beziehung: 


1000 
K ® 
Volumen des Probenansatzes in ml. 
Molarer Ext.-Koeff, des p-Nitranilins bei 405 nm 


9,91 cm2/ Mol. 
eingesetzte Serummenge in ml. 


E= 
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Y -GLUTAMYL- Kinetischer Serum ER AA 
TRANSPEPTIDASE ( Y-GT) | Test e 


Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1978 
SVP Berlin; 1977 
BIV Rostock; 1978 


Präzision: 


in der Serie; 


Probenanzahl/Tag - AK: MIT, TTV 


| (Einzelbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin;: 189073. 91979 
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KREATINKINASE (CPK) 
77,2} 


FERMOGNOST ® -CPK-Test: 


Die CPK katalysiert die Bildung von Kreatinphosphat aus Kreatin 
und ATP. Nach Beendigung der Inkubationszeit wird das gebildete 
Kreatinphosphat im sauren Milieu hydrolysiert und das entstan- 
dene Phosphat nach Umsetzung zu Molybdatophosphat und dessen 
Reduktion zu Molybdänblau photometrisch bestimmt. 


Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Reagenzien; 


Reagenz Herstellung 


ATP-Lg. Inhalt der Flasche 514 B in 50 ml 
dest, Wasser lösen, Aufbewahrung in 
Glasflasche! 
Haltbarkeit: max. 3 Wochen bei 2 - 
ee | 


Kreatin-ATP-Lg. Inhalt der Flasche 514 A in 25 ml 














ATP-Lg. lösen. Aufbewahrung in Glas- 
flasche! 

Haltbarkeit: max. 3 Wochen bei 2 - 
9=76, 







(Evtl. krist. Niederschlag vor Ge- 
brauch durch Erwärmen auf max. 40 °c 
in Lösung bringen.) 






Thioglykolsäure- 0,1 ml Thioglykolsäure (80 %) mit dest 

8% Wasser zu 10 ml auffüllen, 
Haltbarkeit; max. 3 Wochen bei 2 - 
Bert, 







Trichloressigsäure- 40 g Trichloressigsäure p.a. in dest. 
Ig. (TCE-Lg.) Wasser zu 250 ml Lg. lösen, 






Natriumselenit- Inhalt der Flasche 514 C in 25 ml 
Lg. TCE-Lg. lösen, 
Haltbarkeit: max. 3 Wochen 










Molybdat-Lg. Inhalt der Flasche 514 D in 200 ml 








TCE-Lg. lösen, 
Aminonaphthol- Inhalt der Flasche 514 E mit 15 ml 
sulfonsäure- dest. Wasser versetzen. Mischung am 
Sulfit-Ig. nächsten Tag filtrieren. Filtrat wei- 
terverwenden,. 







Haltbarkeit: 2 Wochen bei 2 - 5 °c, 


Fortsetzung Blatt 2 
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KREATINKINASE FERMOGNOST @)-| Serum, Plasma . - 7 
(CPK) CPK-Test : 


Reagenzien: (Fortsetzung) 


Molybdat- 200 ml Molybdat-Lg3. und 8 ml Amino- 
Reduktionslg. naphtholsulfonsäure-Sulfit-Lg. mischen 

Haltbarbeit: 1 Woche bei 2 - 5°c (1!) 
(lichtgeschützt). 












Phosphat- 1,6 ml des Inhalts der Flasche 514 F 
Standard-Lg. mit dest. Wasser zu 10 ml auffüllen, 






Inaktiviertes (Schweine-, Rinder-)Serum 2 Stunden 
Serum auf 56 OC erwärmen. 
Oder: SERULAT PK I zur Präzisionskon- 
trolle verwenden, 












Konzentrationen im Testansatz: 


Kreatin: 76 mM Mg°t: 6 
ATP: 4,3 mM Thioglykolsäure: 9 
Tris-Puffer: 109 mM 
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KREATINKINASE FERMOGNOST (R)-| Serum, Plasma | „, En 
(CPK) CPK-Test . 


Ausführung: Probenansätze 


es Kuna 
kunge 






















0,040 ml Plasma 0,040 ml Plasma 
(Serum) (Serum) 





in Eiswasser stellen (5 Min.)- 


+ 0,360 ml Kreatin- + 0,360 ml ATP-Ig. 
ATP-Lg. (eisgekühlt) 
(eisgekühlt) 


ml Thioglykolsäure-Lg. 






mischen; genau 30 Min. bei 
BG inkubieren; danach sofort 
in Eiswasser stellen. 


Natriumselenit-Lg. 





mischen; zentrifugieren,. 


ml Molybdat-Reduktionslg. 
+ 0, ml Überstand 


mischen. 






P und L nach 30 Min., aber in- 
nerhalb von 60 Min., bei 720 nm 
gegen Wasser photometrieren. 


er | Fortsetzung Blatt 4 
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KREATINKINASE FERMOGNOST (R)-| Serum, Plasma ER 
(CPK) CPK-Test r 


Ausführun Fortsetzung): Standardansatz 


ä Ausführung 
a 
1 | PA 0,040 ml Phosphat- 0,040 ml dest. Wasser 
Stand.-Lg. 


+ 0,400 ml dest. Wasser 
+ 0,200 ml Natriumselenit-Ig. 












mischen, 






1,000 ml Molybdat-Reduktionslg. 
+ 0,400 ml Mischung aus 2 


mischen. 






St und L. nach 30 Min., aber 
innerhalb von 60 Min., bei 720 
nm gegen Wasser photometrieren. 


MUSS Ba = ZU. CPK/1, 000:.ml Plasma (Serum) 


(Anmerkung 6) 
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KREATINKINASE FERMOGNOST R) | Serum, Plasma Br 
(CPK) CPK-Test . 


Anmerkungen; 


Als Antikoagulanz bei der Plasmagewinnung nur Heparin ver- 

wenden. 

Max. Lagerungszeit der Proben bis zur CPK-Bestimmung: 
2725700, 774 Tage ; <-12 °C: "mind. 1 Monat 


Das Abkühlen der Probeansätze bewirkt eine Verminderung de 

Geschwindigkeit der Enzymreaktion. Es wird dadurch möglich, 
eine größere Probenanzahl unter Routinebedingungen gleich- 

zeitig und unter gleichen Reaktionsbedingungen zu bearbei- 

ten u. reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Die bei die- 
ser Arbeitsweise erhaltenen CPK-Aktivitäten liegen um weni- 
ger als 2 % niedriger als nach dem Original-FERMOGNOST ® - 

Test, wenn die angegebenen Geräte verwendet werden, 


Für die Inkubation der Probeansätze bei 37 °C ist ein groß- 
volumiges Wasserbad (Thermostat U 10, Inaktivierungswasser- 
bad) zu verwenden. 


Für jede Untersuchungsserie ist zusammen mit den Proben ei 
Kontrollwert anzusetzen. Dazu wird inaktives Serum bzw. 
SERULAT PK I entsprechend der Ausführungsvorschrift behan- 
delt, Die absolute Extinktionsdifferenz IE» - Ey! darf 
0,005 nicht übersteigen. Bei größeren Abweichungen - im 
allgemeinen ist dann EL> Ep - ist die Serie mit frisch an- 
gesetzten ATP- und en ana zu wiederholen, 


Achtung! Die Präzision der Methode wird entscheidend besein- 
flußt von der Genauigkeit der Plasma-(Serum-)Dosierung. 
IKleine Differenzen zwischen der P- und L-Dosierung verur- 
sachen große Fehler, hervorgerufen von der höheren Primär- 
konzentration an anorg. Phosphat im Plasma (Serum). 


Der Substrat-Umsatz ist bis ca. 160 U CPK/l Plasma (Serum) 
proportional der Enzymaktivität. Werden höhere Aktivitäten 
errechnet - (Der Substrat-Umsatz war dann geringer als der 
Enzymaktivität entspricht!!), kann die Inkubationszeit auf 
20 Min. reduziert werden. Darüber hinaus ist es möglich, 
das Plasma (Serum) mit inaktivem Serum zu verdünnen oder 
auch nur 0,020 ml Serum oder Plasma einzusetzen, 
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KREATINKINASE FERMOGNOST ®)- Serum, Plasma EB 154 
5 CPK-Test e 


Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1977 
; BIV Erfurt; 1976 


Präzision: 
in der Serie: 


ix = 50 U/]l) 


Probenanzahl/Tag » AK: 
(Einzelbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1..03001970 
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| KOBER-Reaktion: 


m da u dm mb dm di  Amms 


| Die Östrogene werden ohne vorherige Hydrolyse der Konjugate 
an SEPHADEX-G 10 aäsorbiert und anschließend eluiert. 
Mit aliquoten Teilen des Eluats wird die KOBER=-Reaktion (Un- 
setzung der Östrogene in stark schwefelsaurser Lösung mit Phe- 
nolen zu orangeroten Reaktionsprodukten) durchgeführt. 


3 
| Schweineharn, Rinderharn (Schwangerenharn) 1] 
| (Anmerkung 2) | E 


Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


1 | SEPHADER-G 10 


| 2 |Salzsäure 0,3N 25 ml 37%ge Salzsäure p. = 
a dest. Wasssr zu 3 000 mi 


eufifüllen. 
3 | Ammoniek-Ig. 0,5 N 37,6 ml 25%ge Anmoniak-Le 
j De 3, mit dest. Ge 2} 
1009 ml suffüllen. 


' 
EN TATRRNERT. SORBNEAIERR > HU MHERARNE EEE RENEERNR“, SE ERARHRN. 


4 | Schwefelsäure gH#ig 
Pe 8 
Hydrochinon aus Wasser umkristallisieren 
reinst 
6 | KOBER-Mischung 200 mg Hydrochinon in 15 mi 
Schwefelsäure lösen. 
7 |\Essigsäure 15%ig 70 ml Eisessig p. a. nit 
25 ml dest. Wasser verdünnen. 
8 |Üstrogen- a) 100 mg Östron in 50 ml 
Standard-Ig. abs. Äthanol lösen. 





b) 0,5 ml Ig. a) mit Ammoniek- | 
Lg. auf 100 mi auffüllen 
(= ı ma Ö0./100 ml). 


60293. 4,59,28,0 ml Le. b) 
mit Ammoniak- -ILg. zu 100 ml 
aarfüullen (25,0, 9,0, 

16,0 mg Ö. Zi 580 ml "Hern). 
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Ausführung: 


GESAMT-ÖSTROGENE KOBER-Reaktion zen fh HE 0.158 


A. Säulenchromatographische Abtrennung der Östrogene und 


ihrer Konjugate aus dem Harn 


Chrom.- 
Säulen 
7) 
G) 5 ml Salzsäure 
+ 0,5 ml Harn 
(zentrifugiert) 
@) 10 ml Salzsäure 
5 ml Wasser 
©) 3 ml Ammoniak-Lg. 
grad. RG 6) 20 ml Ammoniak-iIg. 
v, 





verwerfen | 3,4,5 


verwerleä 


verwerfen | 
verwerfen | 


die ersten 6 
10 ml aui- 
fangen 
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KOBER=-Reaktion Hern 





| GESAMT-ÖSTROGENE 


Ausführung : 
B. Bestimmung der Östrogene im Eluat; 





Ri Geräte 


Ausführung 




















. 
ı| re F Mean LE, 
0,40 ml 0,40 mil 0,40 ml 
Kluet Amn.-Lg. Östrosen- | 
St ° «LE e | 
+ 0,75 ml KOBER-Mischung (eisgekühlt) : 
Mi Zu N B 
mischen; erhitzen 45 iin. bei ; 
100 - 103 99 (Wasserbad oder 
Alu-Block), in Yiswasser 
schnell abkühlen, dunkel 
stellen. ; R 
4 1,40 ml Tssigsäurs | ! 
Seeger! ne RT: EN, = en ar; N = ur 5 
mischen; 5 Min. in Eiawasser 5 
stellen; auf Zimmertenperatur H 
anwärmen. 
3 Fluoreszenzintensität von P 


und St gegen L innerhalb 30 
Mn. messen (Primärstrahlung: | 
510 nm; Sekundärtfilter:s 06 4). £ 


age an NELARZE REN ARE | 
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Anmerkungen: 


1 !Die Harne dürfen nicht durch Kot, Strch, Futter ... verun- } 
Ireinigt oder mit diesen Stoffen in Berührung gekommen sein. 















12 Vorschrift zur lormisrung der Chromatographise-Säulsn; 
ISEPHADEX-G 10 ca, 1 YVoche vor Gebrauch in dest. Wasser ein- I 
laueilen. Täglich das Harz aufrühren und nach dem Absetzen 

‚der groben Anteile das Feinsikorn mit dem Wasser abdekan- 

E jeieren. Frischss Wasser auffüllen. 

Verwendet werden Austsuschersäulen (Innendurchnessser 9% mm; 

Länge 8 - 10 cm) mit engeschmolzenem Aufgabe- | 
becher (Volumen ca. ?5 ml) und S-fürmig gebo- | 

| genem Kapillar-Auslauf, der ein Leerlaufen 
äsr Säule verhindert. In das untere Ende der 
Säule wird ein kleiner Glaswollebausch unter 
Wasser luftfrei eingsbracht. Die Säulen wer- 
den mit SEPHADEX-G 10: (in Wasser suspendiert) i 
in einem Guß gsfüllt. Die Schichthöhe soll bei 
allen Säulen einheitlich 7,5 - 7,8 om betragen 

Vor dem ersten Gebrauch werden die Säulen mit#$ 

| 0,3 N Salzsäure, Wasssr, 0,5 N Ammoniak-Ig. 
und Wasser (bis zur neutralen Reaktion) ge- 
waschen. 

3 schwindigkeiten der aufgegebenen Lösungen durch 
& 

i } : max. 5 ml/h 

| | ©) „6 : max. 8 ml/h 

Die Geschwindigkeit wird eingestellt durch Aufstecksen von 
unterschiedlich langen Plasteschläuchen auf den Säulen- 
auslauf (5% Abb.), 

Vor Aufgabe jeder neuen Lg. vollständigen Durchlauf (bis 
[zum oberen Austauscherharz-Abschluß!) der vorherigen Ie. 


abwarten! 

















4 |Werden sehr niedrige Östrogen-Konzentrationen im Harn er- 
wartet (< 1 mg/1 000 ml Harn), dann ist zweckmäßig 1,0 ml 
Harn gemischt mit 5 ml 0,35 N Salzsäure als auf die 
Säule aufzugeben. Mi 
Rechnet man mit hohen Östrogen-Konzentrstionen (> 20 mg/ 

1 000 ml Harn), dann gibt man vorteilhaft nur 0,25 ml Harn 
gemischt mit 5 ml 0,3 S Salzsäure als auf die Säule 
auf. 


Die Vorschrift kann auch zur Östrogsn-Bestimmung im Rinder- 

und Schwangerenhern mit folgenden Veränderungen angewendet 

werden: 

Rinderharn: Vom Elust von CE) werden le ersten 14 ml auf- | 
gelengeh« > 

Schwangerenharn: Es weräen dis Eluate von @) und 6), 

insgesamt die ersten 18 mi, aufgsiangen. 

Die Östrogen-Standard-Ig. ist mit 

üstrloli zu bereiten! 
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GESAMT-ÖSTROGENE KOBER-Reaktion H 02.1 


Anmerkungen (Fortsetzu : 


Zur Regenerierung der Chromatographie-Säulen werden nach 65) 
nochmals 20 ml Ammoniak-Lg. und anschließend Wasser (bis zux 
neutralen Reaktion des Eluats) aufgegeben. Die Durchfluß- 


geschwindigkeiten können dabei beliebig groß sein. 


Die Proben sind generell nach dem Erhitzen bis zur unmittel 
baren Messung dunkel zu stellen. 





Berechnung: 
(Östrogen-Konzentration im Schweineharn) 





F m 
P_oe5 (bzw. 9, bzw. 16) = x mg GESAMT-ÖSTROGENE/1 000 ml 
For 


Harn 


Methodenmerkmale: 


-Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1974 


Wiedereuffindung: 95-105 % 


Präzision: 


in der Serie: s% & 4,0 


von Tag zu Tag: 8°. (,,0u0 
= 20) 


Probenanzahl/Tag + AK: abhängig von der Anzahl der 
eingesetzten Chromatographie- 
Säulen 
(1 Bestimmung/Säule + Tag) 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03: 1979 
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| GLUXOSE K 01.41.41 8 
9-Toluidin-Methode_ ohne Enteiweißung: 


Glukose reagiert mit o-Toluidin in essigsaurer Lösung beim 
Erhitzen unter Bildung eines biaugrünen Kondensationsprodukts,. 


(Die Methode ist geeignet für alle hämolysefreien und auch 
für lipämische Proben.) 


| Plasma (Serum) 


" Reegenzien: 
N 


i Reagenz Konz. Herstellurg 





DEXTROGENS DAB 7 
Glukose-Standard-Ig. 100 mg/ Glukose p. a. bis zur Ge- 
100 ml wichtskonstanz bei 105 °C 
trocknen. 
1 000 mg davon in bei 2-5 CH 
gesättigter Benzoesäure-Ig. 
| zu 1 000 ml ig. lösen. 
13 ii DEATROGENS 56 ml DEATROGENS DAB 7 in 
(modifiziert) einem Kolben mit siner 
Spatelspitze Arsen(III)-oxid } 
D. a. (ca. 15 mg) versetzen | 
und kurz aufkochen lassen 
(Heizplatte); schnell abküh- 
> : len; weitere 50 ml DEXTROGENS 
DAB 7 zufügen; Reagenz über 


Glaswolle in eine Braunglas- 
flaschs filtrieren. Kühl aufz 
bzwahren (s. Anmerkung 4). 1 
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Plasma 
(Serum) 


o-Toluidin-Methode 
ohne Enteiweißung 





GLUKOSE 


Ausführung: 


es Geräte 

















0,020 ml 0,020 ml 0,020 mi 
Plasma Wasser Glukcse- - 
SE ‚LE. ; 





+ 1,500 ml DEXTROGENS DAB 7 2303 
| mischen. 2 4, € 
9 Min. im Wasserbad (100 °C 


hitzen. Danach schnell in 


| 
oder im Aluminiumblock er- | 
keltem Wasser abkühlan. | 
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| GLUROSE ohne Enteiweißung (Serum) 





Anmerkungen: 


Bei der Plasma(Serum-)gewinnung genau Arbeitsanweisung 

iA 02,1 DZW. A 3 beschten. 

Die Glukosebestimmung sollte im allgemeinen umgehend durch-! 
geführt werden. Eingefrorene Proben, die nach dem Auftauen 
Ausflockungen enthalten, sind vor dem Einsetz zu zentrifu- 
gieren.. 


Haltbarksitsangaben für DEXTROGENS DAB 7 beachten! 
Das Reagenz soll farblos sein; seine Extinktion gemessen 
gegen Wasser bei 630 nm darf 0,02 nicht übersteigen. 


Bei Verwendung der Meßansätze EXA oder EK 5 mit Halbmikro- 
küvetten kann die Einsatzmenge an DEXTROGENS DAB 7 auf 
1,200 ml reduziert werden. 


Werden Glukosekonzentrationen unter 40 mg/100 ml erwartet, 
so ist vorteilhaft DEXTROGENS (modifiziert) einzusetzen. 
Die Emofindlichkeit der Reaktion steigt dadurch auf das 
?2=- bis 3fache, 


Werden die Pröben in einem kochenden Wasserbad erhitzt, 
180 Ben dis Reagenzgiasöffnungen mit einem Filtsrpapier 
Br t werden. 
(Durch Wasser (Kondenswasser) wird die Empfindlichkeit 
Reaktion herabgesetzt.) 





ee anerknele: 


ERST EEE TTEEEN DIN. EEE EEE TEEN TEN SEIETEIEN ET TEEN TEE TS 






| Methodenbsarbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


I Wiederauffindung: 


I Präzision: 
in der Serie: / 
Be 20)... a Pte übe 
von v5, zu Tag: zog, rasen Gerne We 
(n —-. [on on mu m eo m ga 
Probsnanzahl/Tag_ +» AK: 5 mind. 300 
‚ (Einfachbestimmungen) 
2 = EDER ASBARE REN. | 


| Yerbinszionkeitsternin, 
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GLUROSE K 01.2.8 


FERMOGNOST ® -Blut zucker-Siebtest: 


Glukose wird in Gegenwart von Sauerstoff und Wasser durch Glu- 

koseoxydase zu Glukonsäure und Wasserstoffperoxid umgesetzt. 

Das Wasserstoffperoxid dehydriert mit Hilfe von Peroxydase 

en. cin zu einem in schwefelsaurer Lösung stabilen roten 
arbstoff. 


Die Farbintensitäten der roten Farbstofflösungen werden visu- 
ell gegen die von Testseren eingeschätzt. 













Plasma, (Serum) 


Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


GOD-POD- a) Inhalt der Flasche 501/180 A 

Dianisidin-Lg. in dest. Wasser zu 60 ml Ig. 
lösen. 0,3 ml Chloroform zu- 
geben. 
Haltbarkeit: mind. 30 Tage 

bei 2-5 %. 

Inhalt der Flasche 501/180 B 
in 4 ml dest. Wasser lösen. 
Ig. kühl aufbewahren. 


10 ml Ig. a) mit 0,1 ml Ig. 
b) mischen. 
Haltbarkeit: 12 Stunden bei 


- 5.00, 


Schwefelsäure 16 N 22,5 ml konz. Schwefelsäure 
langsam und unter Kühlung zu 
25 ml dest. Wasser geben. 
Abkühlen. Mit dest. Wasser auf 
50 ml auffüllen. 
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FERMOGNOST -Biut- 
zucker-Siebtest 





Plasma 
. VURERE 





mp 


0,200 ml dest. Wasser 


Auswertung: 


0,010 ml 


0,025 ml 
0,070 ml 


0,070 ml 


Plasma + 0,010 ml 
(Serum) Testserum 


mischen. 


Verdünnung 
GOD-POD-Dianisidin-Lg.c 


mischen, 

20 Min. stehen lassen. 
Schwefelsäure 

mischen, 
Farbintensitäten der 


roten Lösungen ein- 
schätzen. 





Die Farbintensitäten der roten Reaktionslösungen sind propor- 
tional der Plasma-(Serum-)Glukose-Konzentrationen. 


Die Farbintensitäten der Reaktionslösungen werden visuell 
gegen die des Glukose-Testserums eingeschätzt. 
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FERMOGNOST ® -Blut- 
zucker-Siebtest 





GLUKOSE Plasma | 


Anmerkungen: 





Die bereiteten Serum-Verdünnungen können auch für den 
Y -Globulin-Siebtest (E 03.1.5) und den GESAMT-EIWEISS- 
Siebtest (E 01.2.5) eingesetzt werden. 


Die Glukose-Konzentration des Testserums ist so zu wählen, 
daß sie der unteren Normgrenze der betreffenden Tierart 
entspricht. 


Es ist bei einiger Übung auch möglich, die Farbintensitäten 
der gelborangen Reaktionsmischungen vor Zugabe der Schwefel 
säure visuell einzuschätzen. In diesem Fall mischt man 0,060 
ml Verdünnung mit 0,100 ml GOD-POD-Dianisidin-Lg. und beur- 
teilt die Farbintensitäten nach 20 Min. Die Färbung der Pro 
ben verblaßt nach einiger Zeit! 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Proben mit Glukosekonzentrationsdifferenzen von 10 mg/100 ml 
sind gut voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag » AK: mind. 500 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1%. 032. 1979 
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